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PCT/FR99/02628 

TRAITE Db COOPERATION EN MATIERE ^E BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61.2 du PCT) 


Destinataire: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Wa<5hinaton D C 009^^ 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa quality d'office 6lu 


Date d'expedrtion Gour/mois/annee) 
14juin 2000 (14.06.00) 




Demande Internationale no 
PCT/FR99/02628 


R6f6rence du dossier du deposant ou du mandataire 
340302/17560 


Date du ddpot international Go ur/mo is/an nee) 

28 octobre 1999 (28.10.99) 


Date de priorit6 Uour/mois/annSe) 

28 octobre1998 (28.10.98) 


Deposant 

MARLIERE, Philippe etc 



1. L'office d6signe est avis6 de son election qui a ete faite: 

I X I dans la demande d'examen preliminaire international presentee d I'administration charg6e de Texamen pr6liminaire 
international le: 

16 mai 2000(1 6.05.00) 



I I dans une declaration visant une Election ulterieure d6pos6e aupres du Bureau international le: 



2. L'6lection [2<J a6tefaite 

I I n'a pas 6t6 faite 

avant I'expiration d'un d^lai de 19 nnois a compter de ta date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le dSlai vis6 
a la regie 32.2b). 



Bureau intemationat de i'OMPi 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Gendve 20, Suisse 



no de t6lecopieur: (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autoris^ 

Kiwa Mpay 

node telephone: (41-22)338.83.38 



Formulaire PCT/IB/331 (juillet 1992) 



FR9902628 
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Topie a rintention de I'office elu (EO/US) ^ PCT/FR99/02628 

TRAITE Dl cooperation EN MATIERL JE BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 

r\'l IKl r^U AM/^CRJICKI'T' 

Li KJri UnAINobiVlbiN 1 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: 

IV/IARTIM laon lo^niiao 
IvIMn 1 MN, Jcdii-JduCf Ucb 

Cabinet Regimbeau 
20, rue de Chazelles 
I--/0O4/ rans Ledex 1/ 
FRANCE 


Date d'expedrtion (jour/mois/annee) 
26 mars 2001 (26.03.01) 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
340302/17560 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale no 
PCT/FR99/02628 


Date du depot international Gour/mois/annee) 

28 octobre 1999 (28.10.99) 



1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 
I I le deposant | | V 



I inventeur 



le mandataire | | le representant commun 



Nom et adresse 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
26, avenue Kleber 
F-751 16 Paris 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I'Etat) 


no de telephone 
01-45-00-92-02 


no de telecopieur 
01-45-00-46-12 


no de teteimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistr^ en ce qui concerne: 
1 1 la personne [ | le nom X I'adresse | [ la nationaltte [ [ le domicile 


Nom et adresse 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
20, rue de Chazelles 
F-75847 Paris Cedex 17 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I'Etat) 


no de telephone 
01-44-29-35-00 


no de telecopieur 
01-44-29-35-99 


no de teleimprimeur 



3. Observations compl6mentaires, le cas echeant: 



4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 

I X| a Toff ice recepteur | [ aux offices d^signes concernes 

I I a I'administration chargee de la recherche internationale [ X| aux offices elus concernes 

I I i I'administration chargee de I'examen preliminaire international [ [ autre destinataire: 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autorise: 


34, ohemin des Colombettes 


Sean Taylor 


1211 Geneve 20, Suisse 


no de t6I6copieur (41 -22) 740.1 4.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/306 {mars 1994) 



003920114 
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TRAITE DElBboPERATION EN MATIERE^ BREVETS 



Exp6diteur : le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION RELATIVE 
A LA PRESENTATION OU A LA TRANSMISSION 
DU DOCUMENT DE PRIORITE 

(instruction administrative 411 du PCT) 


Destinataire: 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Reginnbeau 
26, avenue Kleber 
F-75116 Paris 
FRANCE 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande Internationale no 

PCT/FR99/02628 


Date du depot international (jour/nnois/annee) 
28 octobre 1999 (28.10.99) 


Date de publication internationale (jour/mois/annee) 

Pas encore publiee 


Date de priorite (jour/mois/annee) 

28 octobre 1998 (28.10.98) 


Deposant 

INSTITUT PASTEUR etc 



1. La date de reception (sauf lorsque les lettres "NR" figurent dans la colonne de droite) par le Bureau international du ou des 
documents de priorite correspondent a la ou aux demandes enumerees ci-apres est notifiee au deposant. Sauf indication 
contraire consistant en un asterisque figurant a cote d'une date de reception, ou les lettres "NR", dans la colonne de droite, 
ie document de priorite en question a ete presente ou transmis au Bureau international d'une maniere conforme a la 
regie 17.1. a) ou b). 

2. Ce formulaire met a jour et remplace toute notification relative d la presentation ou a la transmission du document de priorite 
qui a ete envoyee precedemment. 

3. Un asterisque(*) figurant a cote d'une date de reception dans la colonne de droite signale un document de priorite presente 
ou transmis au Bureau international mais de maniere non conforme a la regie 17.1. a) ou b). Dans ce cas, I'attentlon du 
deposant est appelee sur la regie 17.1.c) qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la 
revendication de priorite avant d'avoir donne au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un delai 
raisonnable en Tespece. 

4. Les lettres "NR" figurant dans la colonne de droite signalent un document de priorite que le Bureau international n'a pas 
regu ou que le deposant n'a pas demande a I'office recepteur de preparer et de transmettre au Bureau international, 
conformement a la regie 17.1. a) ou b), respectivement Dans ce cas, Tattention du deposant est appelee sur la regie 17.1.c) 
qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la revendication de priorite avant d'avoir donne 
au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un delai raisonnable en I'espece. 

Date de priorite Demande de priorite n* Pavs. office regional ou Date de reception du 

office recepteur selon le PCT document de priorite 

28 octo 1998(28.10.98) 98/13533 FR 12 nove 1999 (12.11.99) 





Fonctionnaire autorise: y\/7^ 


Bureau international de TOMPI 


34, chemin des Colombettes 


Philippe B6camel 


1211 Geneve 20, Suisse 


no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41 -22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/304 (juillet 1998) 



002964225 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

PCT ~~ 



REC'D 1 2 FEB 2001 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE iNTEIff NATiONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



PCT 



R6f6rence du dossier du d6posant ou du 

mandataire 

340302/17560 



Demande intemationale n° 
PCT/FR99/02628 



voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr6liminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



Date du d6pot international (jour/mois/ann§e) 
28/10/1999 



Date de priority (jour/mois/ann^e) 
28/10/1998 



Classification intemationale des brevets (CIB) ou k la fois classification nationale et CIS 
C12P21/02 



D6posant 

INSTITUT PASTEUR et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen prellnninaire 
international, est transnnis au deposant conformement ^ {'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
{'administration cliargee de {'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et {'instruction 607 des instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 



d'app{ication industrielle 
Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et ia possibilite 
d'application industrielle; citations et explications ^ I'appui de cette declaration 



Observations relatives a la demande intemationale 



II 


□ 


ill 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

16/05/2000 



Date d'achfevement du present rapport 



08.02.2001 



Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 
Office europ6en des brevets 

D-80298 Munich 
T61. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autoris6 
Steffen, P 

N° de telephone +49 89 2399 7307 



1^ 



I 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) Qanvier 1994) 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FR99/02628 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des Elements ci-apr§s {les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement ^ /'article 14 sont considerees dans ie present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'el/es ne contiennent 
pas de modifications (regies 70, 16 et 70,17).) : 

Description, pages: 

1-25 version initiale 

Revendications, N"": 

1-51 version initiale 



2. En ce qui concerne la iangue, tous les 6l6ments indiques ci-dessus ^taient a la disposition de Tadministration ou 
lui ont 6te remis dans la Iangue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces Elements etaient k la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la Iangue suivante: , qui est : 

□ la Iangue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la Iangue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la Iangue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la r§gle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d*acide amines divulguees dans la demande 
internationale (Ie cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectu6 sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale. sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle Ie listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del^ 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques ^ 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entrain^ Tannulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n°® : 

□ des dessins, feuilles : 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres I-VIII. feuille 1) Ouillet 1998) 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PREUMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FR99/02628 



5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete conslderees 
comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu^e au point 1 at 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee salon rarticle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite 
d'application industrielie; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 9,10,13-17,19,22,27-32,34-43,46 

Non: Revendications 1-8,11,12,18,20,21,23-26,33,44,45,47-51 

Activite inventive Oui : Revendications 9,10,13-17,19,22 

Non : Revendications 1-8,11,12,18,20,21,23-51 

Possibilite d'application industrielie Oui: Revendications 1-51 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clart^ des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 2) (iuillet 1998) 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/FR99/02628 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL ■ FEUILLE SEPAREE 



Cone rnant I point V 

Declaration motivee selon rarticle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive t 
la possibilite d'application industrielle; citations et explications a I'appui de c tt 
declaration 

II est fait reference aux document suivant: 

D1 : LEMEIGNAN B. ET AL.: 'Phenotypic suppression by incorporation of an alien amino 
acid' JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, vol. 231, no. 2, mai 1993 (1993-05), 
pages 161-166. 

La presente demande concerne des methodes permettant a des cellules d'acquerir la 
capacite d'integrer dans des proteines cibles au moins un acide amine non conventionnel, 
caracterisees par les etapes telles que decrites dans la revendication 1 . Elle concerne de 
plus des methodes de selection basees sur ladite methode, des cellules, des utilisations, 
des precedes de production de proteines contenant au moins un acide amine non 
conventionnel ainsi que d'autres specifications liees aux methodes sus-decrites. Toutes 
les revendications referent de maniere directe ou indirecte a la revendication 1 . 

L'objet des revendications 9, 10, 13-17, 19 et 22 n'est pas anticipe par les documents 
presents au dossier et n'est pas evident pour I'homme de metier conf rente avec I'etat de 
la technique. En consequence, les revendications 9, 10, 13-17, 19 et 22 sent en accord 
avec les articles 33(2) et 33(3) POT. De plus les revendications 27-32, 34-43 et 46 ne sent 
pas anticipes par les documents presents au dossier et sent en accord avec Tarticle 33(2) 
PCT. 

Les revendications 1-8, 11, 12, 18, 20, 21, 23-26, 33, 44, 45, 47-51 ne sent pas nouvelles 
contrairement aux exigences de I'article 33(2) PCT, pour les raisons suivantes. 

La methode decrite dans D1, comprend toutes les etapes caracteristiques a)-c) de la 
revendication 1 (D1 , page 162, colonne de droite, deuxieme moitie et page 163, colonne 
de gauche et figure 2) et fait egalement appel a I'introduction d'acides amines non 
conventionnels dans des proteines. Ce recouvrement est du a une ambiguTte dans le point 
c) de la revendication 1 , ou on ne sait distinguer si I'acide amine utilise dans le milieu de 
culture correspond a I'acide amine du codon cible avant mutagen^ se (type sauvage) ou 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/FR99/02628 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



a I'acide amine code par le codon cible apr^s introduction d la mutation faux-sens 

(S.V.P. voir aussi le point VIII. de la presente communication). Pour cette raison I'objet de 
la revendication 1 est anticipe par D1 . De la meme maniere les revendications 2-8, 11, 12, 
18, 20, 21, 23-26, 33, 44, 45, 47-51, qui referent directement ou indirectement a la 
revendication 1 , sont anticipees par D1 . 

En consequence I'objet des revendications 1-8, 1 1, 12, 18, 20, 21, 23-26, 33, 44, 45, 47-51 
n'est ni nouveau ni inventif selon les criteres des articles 33(2) et 33(3) PCX. 

De plus les revendications 27-32, qui dependent de la revendication 25, ainsi que les 
revendications 34-43 et 46. qui dependent des revendications 33 ou 25, sont des 
specifications supplementaires evidentes pour I'homme de metier, une fois le contenu des 
revendications 25 et 33 revele. Pour cette raison I'objet des revendications 27-32, 34-43 
et46 ne peut etre considere comme etant base sur une activite inventive, contrairement 
aux exigences de I'article 33(3) PCT. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes concernent les articles 5 et 6 PCT. 

La revendication 1 manque de clarte pour les raisons suivantes. Le terme "transformation" 
est ambigu car dans le contexte de cellules il fait reference a introduction d'ADN dans ces 
cellules, or ici il est fait reference a I'introduction d'une mutation faux sens. Le terme "une 
proteine necessaire a la croissance des dites cellules" est ambigu, car cette condition 
depend aussi des milieux de croissance choisis. Finalement le point c) par rapport a 
"I'acide amine code par ledit codon cible" est ambigue et pas claire, car ici il ne peut pas 
etre juge au point c) si "I'acide amine code par ledit codon cible" refere au codon original 
avant mutation ou au codon tel qu'il est apres introduction de la mutation faux-sens. La 
revendication 1 manque egalement de support dans la description parce qu'elle fait 
reference de maniere trop generale a I'introduction d'une quelconque mutation faux-sens 
au niveau de n'importe lequel codon cible, mutation dont I'effet peut etre supprime par la 
croissance en presence d'acide amine code par ledit codon cible avant mutation. Les seuls 
exemples presentes, referent a I'echange precis d'un codon cible codant la cysteine (i.e. 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/FR99/02628 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



revendication 9) pour un codon valine ou isoleucine (i.e. revendication 10). II est a douter 
que, vu I'emploi des codons et la fonction des enzymes qui garantissent cet emploi ainsi 
que rimportance de certains residus d'acides amines dans les proteines, la methode de 
la revendication 1 , soit transposable a n'importe quel echange codon cible en codon faux- 
sens de maniere generale pour tous les codons existants. Dans la mesure ou la 
revendication 1 engendrerait de ce fait des echanges codon cible codon faux-sens qui ne 
donnent pas lieu a une methode fonctionnelle, ladite revendication serait egalement 
contraire a I'article 5 PCT. Cette derniere objection, sous les articles 5 et 6 PCX, vaut de 
maniere analogue egalement pour les revendications 2-8, 1 1-21 et 23-51 qui sont toutes 
d'un caractere plus general. 

Les termes suivants sont peu clairs et/ou vagues et rendent done confus I'objet des 
revendications respectives: "acide amine non conventionnel" dans les revendications 1 . 
13, 15, 19, 25, 26, 36, 37; "faible volume sterique" dans la revendication 6; "acide amine 
amphiphile", revendication 7; "sensiblement egal", revendication 8; "un gene d'un interet 
homologue ou heterologue", revendication 30; "capable de reagir de maniere selective", 
revendication 33; "pour la fonctionnalisation de proteine", revendication 35. 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 



^ INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



3 



(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
340302/17560 


SeeNotificationofTransmittaloflntemational Preliminar>' 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 


International filing date {day/month/year) 


Priorit>' date {day/ month/year) 


PCT/FR99/02628 


28 October 1999 (28.10.99) 


28 October 1998(28.10.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C12P 21/02 






Applicant 


INSTITUT PASTEUR 





This international preliminar>' examination report has been prepared by this International Preiiminar\' Examining Authorit\' 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority' (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priorit\ 

Non-establishment of opinion with regard to novelt> . inventive step and industrial appHcabilit>' 
Lack of unit\* of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain obser\ations on the international application 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

16 May 2000(16.05.00) 


Date of completion of this report 

08 February 2001 (08.02.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR99/02628 



I. Basis of the report 



I. With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 

I^XiJ the description: 

pages 1-25 

pages 

pages 



, as originally filed 



. filed with the demand 



, filed with the lener of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-51 



. as originally filed 

. as amended (together with any statement under Article 19 

. filed with the demand 



filed with the letter of 



□ 



the drawings: 
pages 

pages 

pages 



. as originally filed 



filed with the demand 



filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



. as originally filed 



. filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authorit>' in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authorit>^ in the following language which is: 

I I the language of a translation fumished for the purposes of international search (under Rule 23. 1 (b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation fumished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary' examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

fumished subsequenth to this Authority in written form. 

fumished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been fumished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been fumished. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims. Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



^ I I This report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Repiacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originaUv filed" and are not annexed to this report since thev do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70. 17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item ! and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (I A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



9, 1 0, 1 3 - 1 7, 1 9,22,27-32,34-43,46 



1-8,11.12,1 8,20,2 1 ,23-26,33,44,45,47-5 1 



9.10,13-17,19,22 
-8. 11, 12,18,20,2 1,23-51 



1-51 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. 



Citations and explanations 



Reference is made to the following document: 

.Dl : LEMEIGNAN B. ET AL.: ^Phenotypic suppression by 
incorporation of an alien amino acid' JOURNAL OF 
MOLECULAR BIOLOGY, vol. 231, no. 2, May 1993 (1993- 
05) , pages 161-166. 

The present application relates to methods for imparting 

to cells the capability to integrate, in target proteins, 

at least one non-standard amino acid, characterised by the 

steps described in Claim 1. In addition, it relates to 

methods of selection based on the aforementioned method, 

to cells, to uses thereof, to methods for producing i 

proteins containing at least one non-standard amino acid, 

as well as other specifications related to the above 

methods. All the claims, refer directly or indirectly to 

Claim 1. 



The subject matter of Claims 9, 10, 13-17, 19 and 22 is 
not anticipated by the documents filed, and it is not 
obvious to a person skilled in the art on the basis of the 
prior art. Consequently, Claims 9, 10, 13-17, 19 and 22 
meet the requirements of PCT Articles 33(2) and 33(3). In 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) ~ 
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addition. Claims 27-32, 34-43, and 46 are not anticipated 
by the documents filed, and meet the requirements of PCT 
Article 33 (2) . 



Contrary to the requirements of PCT Article 33(2), Claims 
1-8, 11 ,12, 18 20, 21, 23-26, 33, 44, 45, 47-51, are not 
novel, for the following reasons. 

The method described in Dl comprises all the 
characteristic steps (a) to (c) of Claim 1 (Dl, page 162, 
right-hand column, second half and page 163, left-hand 
column and Figure 2) , and also involves the insertion of 
non-standard amino acids into proteins. This overlap is 
due to an ambiguity in point (c) of Claim 1, which makes 
it impossible to determine whether the amino acid used in 
the culture medium corresponds to the amino acid of the 
target codon before mutagenesis (wild type) or to the 
amino acid coded by the target codon after insertion of 
the non-sense mutation (also see Box VIII of the report) . 
For this reason, the subject matter of Claim 1 is 
anticipated by Dl . In the same manner. Claims 2-8, 11, 12 
18, 20, 21, 23-26, 33, 44, 45, 47-51, that directly or 
indirectly refer to Claim 1, are anticipated by Dl. 

Consenquently, the subject matter of Claims 1-8, 11, 12, 
18, 20, 21, 23-26, 33, 44, 45, 47-51 is neither novel nor 
inventive under the criteria set forth in PCT Articles 
33 (2) and 33 (3) . 



Furthermore, Claims 27-32 that depend on Claim 25, as well 
as Claims 34-43 and 46 that depend on Claims 33 and 25, 
are supplementary specifications obvious to a person 
skilled in the art, once the content of Claims 25 and 33 
is disclosed. For this reason, the subject matter of 
Claims 27-32, 34-43 and 46 can not be considered as being 
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based on an inventive step, contrary to the requirements 
of PCT Article 33(3) . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The foliowing observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fullv 
supported by the description, are made: v lun^ 

The following observations relate to the PCT Articles 5 
and 6 . 



Claim 1 lacks clarity for the following reasons: the term 
"transformation" is ambiguous because in the context of 
cells it refers to the insertion of DNA in these cells; 
but here, it refers to the insertion of a non-sense 
mutation. The expression "'a protein is required for the 
growth of said cells" is ambiguous, as this condition also 
depends on the chosen growth media. Finally, point (c) , 
with respect to "the amino acid coded by said target 
codon" is ambiguous and is not clear, because it can not 
be determined at point (c) if ^^the amino acid coded by 
said target codon" refers to the original codon before 
mutation or to the codon as it is after the insertion of a 
non-sense mutation. Claim 1 equally lacks support in the 
description as it refers in a too general manner to the 
insertion of any non-sense mutation in whichever target 
codon, wherein the effect of said mutation may be 
cancelled by the fact that growth takes place in the 
presence of the amino acid coded by the said target codon 
before mutation. The only examples provided refer to the 
actual exchange of a target codon, coding for cystein 
(i.e. Claim 9) with a valine or isoleucine codon (i.e. 
Claim 10) . It is doubtful if the method described in 
Claim 1, in view of the use of codons and function of the 
enzymes ensuring said use as well as the importance of 
certain amino acid residues in proteins, can be applied to 
any exchange of a target codon with a non-sense codon in a 
general manner for all the existing codons. To the extent 
that Claim 1 would therefore give rise to an exchange of a 
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VIII. Certain observations on the international application 



target with a non-sense codon that does not lead to a 
functional method, the said claim would also be contrary 
to PCT Article 5. This last objection, under PCT Articles 
5 and 6, applies likewise to Claims 2-8, 11-21, and 23-51, 
all of which have a more general character. 



The following terms are unclear and/or vague, and, 
therefore, render the object of the respective claims 
obscure: non-standard amino acid", in Claims 1, 13, 15, 
19, 25, 26, 36, 37; ''low steric volume" in Claim 6; 
"amphiphilic- amino acid". Claim 7; "substantially". Claim 
8; ''a homologous or heterologous gene of interest". Claim 
30; ''capable of reacting in a selective manner". Claim 33; 
and, "for protein f unctionalisation" , Claim 35. 



S 
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INTERNATIONy^BEARCH REPORT 



tnteft^Suotial Application No 

PCT/FR 99/02628 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12P21/02 



According to Intemattonal Patent Classrfication (IPC) or to both natKsnal classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classitication system toDowed by classification symbols) 

IPC 7 C12P 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the intematiorial search (name of data base and. wnere practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category » 


Citation of document, with indication, where approphate. of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


LEMEIGNAN B. ET AL.: "Phenotypic 


1-6,8. 




suppression by incorporation of an alien 


11-13, 




amino acid" 


18,20. 




JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, 


21. 




vol. 231, no. 2, May 1993 (1993-05), pages 


23-25, 




161-166, XP002113371 


29,33, 




cited in the application 


44,45, 






47-51 




the whole document 




A 


DORING V. ET AL.: "Reassigning Cysteine 


1-17 




in the Genetic Code of Escherichia coli" 






GENETICS. 






vol. 150, no. 2, October 1998 (1998-10), 






pages 543-551, XP002113372 






page 546, column 2, line 4 -page 547, 






column 1 , 1 ine 9 






-/— 





Further documents are listed in the continuation of box C. 



□ 



Patent family members are listed in annex 



^ Special categories ol cited documents : 

"A" document defining the genera) state ot the art which is not 

considered to be ol particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority ctaim(s) or 
which is cited to establish the publication date ol another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document refernng to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the intemattonal filing date 
or prionty dale and not in conflict with the application but 
cited to understand the pnnciple or theory undehying the 
invention 

"X " document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered rwvel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance: the claimed invention 

canrx>t be considered to involve an inventive step when the 
document is combtr>ed with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion ol the international search 

23 December 1999 


Date ot mailing of the international search report 

24/01/2000 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P 9. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswtik 
Tel (*3i-70> 340-2040. Tx. 3l 651 epo nl. 
Fax; 1*31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Schonwasser, D 
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internationa|^arch report 



Inter tiSTior.^ Application No 

PCT/FR 99/02628 



C.(Cominuatlon) DCKUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of Oocument, with ndication.where appropnate. of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



BAIN J. D. ETAL.: "Ribosome-mediated 
incorporation of a non-standard amino acid 
into a peptide through expansion of the 
genetic code" 
NATURE, 

vol. 356, 9 April 1992 (1992-04-09), pages 
537-539, XP002113373 
the whole document 

IBBA M.: "STRATEGIES FOR IN VITRO AND IN 
VIVO TRANSLATION WITH NON-NATURAL 
AMINO-ACIDS" 

BIOTECHNOLOGY AND GENETIC ENGINEERING 
REVIEWS, 

vol. 13, 1996, pages 197-216. XP002109693 
ISSN: 0264-8725 
the whole document 
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' TRAITE DE CMPERATION EN MATIERE DE BR< 

PCT 



ETS 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du d^posant ou 
du mandataire 

340302/17560 


POUR SUITE notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/IS A/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apr6s 

A DONNER 


Demande internationale n° 
PCT/FR 99/02628 


Date du d^pot international (7oL///mo/s/an/7eej 

28/10/1999 


(Date de priorite (la plus ancienne) 

Qour/mo'is/annee) 

28/10/1998 


D6posant 

INSTITUT PASTEUR et al . 



Le present rapport de recherche internationale, ^tabli par radmlnistration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a t'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif k I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a 6te effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ^t6 d^posee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d*une traduction de la demande internationale remise h I'administration. 



b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
I I contenu dans la demande internationale, sous forme ^crite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
remis ult^rieurement h. Tadministration, sous forme ecrite. 
remis ulterieurement k I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-del^ de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques h celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a et6 fournie. 

II a ete estime que certaines revendlcations ne pouvaient pas faire Tobjet d'une recherche (voir le cadre I). 
II y a absence d'untte de rinventlon (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le litre, 

PC] le texte est approuv^ tel qu'il a et^ remis par le deposant. 

I I Le texte a 6te etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne Tabrege, 

le texte est approuve tel quil a 6te remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre 111) a ^te Etabli par I'administration conformement k la r^gle 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations k I'administration dans un d^lai d'un mois k compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des dessins k publier avec I'abr^g^ est la Figure n** 

I I sugg^ree par le deposant. Aucune des figures 

□ . -.X * . ' ^ *■ '^'©st k publier. 

parce que le deposant n a pas sugger^ de figure. 

I I parce que cette figure caracterise mieux invention. 
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RAPPORT DE RECHja^CHE INTERNATIONALE 



:i^p< 



le Internationale No 



PCT/FR 99/02628 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANOE 

CIB 7 C12P21/02 



-Selon la classification intemationale des brevets (CIB) ou k la fois selon la classification nationale et la CIB 

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimale consult6e (syst^me de classification suivi des synnboles de classement) 

CIB 7 C12P 



Documentation consutt^e autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents reinvent des domalnes sur lesquels a port6 la recherche 



Base de donndes electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donn6es, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat^gorie * Identification des documents cites, avec, le cas ech^ant, Tindication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



LEMEIGNAN B. ET AL. : "Phenotypic 
suppression by incorporation of an alien 
amino acid" 

JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, 

vol. 231, no. 2, mai 1993 (1993-05), pages 

161-166, XP002113371 

cite dans la demande 

le document en entier 

DORING V. ET AL. : "Reassigning Cysteine 
in the Genetic Code of Escherichia coli" 
GENETICS, 

vol. 150, no. 2, octobre 1998 (1998-10), 
pages 543-551, XP002113372 
page 546, colonne 2, ligne 4 -page 547, 
colonne 1, ligne 9 

-/-- 



I- 6,8, 

II- 13, 
18,20, 
21, 

23-25, 
29,33, 
44,45, 
47-51 



1-17 



|j] voir la 



suite du cadre C pour la fin de la iiste des documents 



□ 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents clt6s: 



document d^finissant \'6tat general de la technique, non 
constdere comme parttculi6rement pertinent 
document anterieur, mais public b. la date de depot international 
ou apr6s cette date 
document pouvant jeter un doute sur une revendtcation de 
priority ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indlquee) 
O" document se referant k une divulgation orale, k un usage, k 
une exposition ou tous autres moyens 

P" document publie avant ia date de depot international, mais 
posterieurement k la date de priorite revendtquee 



'T" document ulterieur publle apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas k retat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre !e principe 
ou la theorie constituant ta base de Tinvention 

"X" document particulierement pertinent; Tinven tion revendiquee ne peut 
etre constderee comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document consider6 isoiement 

"Y" document particulierement pertinent; Tinvention revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe k un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinalson etant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date k laquelle la recherche Internationale a ete effectivement achevee 

23 decembre 1999 


Date d' expedition du present rapport de recherche intemationale 

24/01/2000 


Nom et adresse postale de Tadministration chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Schonwasser, D 
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C.{suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec,le cas echeant, Tlndicationdes passages pertinents 



no. des rsvendications visees 



BAIN O.D. ET AL.: "Ribosome-medi ated 
incorporation of a non-standard amino acid 
into a peptide through expansion of the 
genetic code" 
NATURE, 

vol. 356, 9 avril 1992 (1992-04-09), pages 
537-539, XP002113373 
le document en entier 

IBBA M.: "STRATEGIES FOR IN VITRO AND IN 
VIVO TRANSLATION WITH NON-NATURAL 
AM I NO-AC I OS" 

BIOTECHNOLOGY AND GENETIC ENGINEERING 
REVIEWS, 

vol. 13, 1996, pages 197-216, XP002109693 

ISSN: 0264-8725 

le document en entier 
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NON-STANDARD AMINO ACIDS 



(54) Titre: PROCEDE DE PRODUCTION IN VIVO DE PROTEINES CHIMIQUEMENT DIVERSIFIEES PAR INCORPORATION 
D'ACIDES AMINES NON CONVENTIONNELS 



(57) Abstract 



The invention concerns processes enabling prokaryotic or eukaryotic cells to acquire the capacity to produce proteins whereof the 
amino acid sequences comprise at least a non-standard amino acid, methods for selecting said cells, methods for producing and purifying 
said proteins and cells and proteins obtained by said methods and processes. The invention also concerns uses of said cells and proteins in 
various fields such as therapeutics, cosmetics, diagnosis or biosynthesis or biodegradation of organic compound. 

(57) Abreg^ 



L'invention a pour objet des mdthodes permettant h des cellules procaryotes ou eucaryotes d'acqudrir la capacity de produire des 
proteines dont les sequences d*acides amines comprennent au moins un acide amind non conventionnel, des mdthodes de selection desdites 
cellules, des proc6d6s de production et de purification desdites prot6ines ainsi que les cellules et les prot6ines obtenues par les mdthodes 
et precedes selon I'invention. LMnvention comprend 6galement les applications desdites cellules et prot6ines dans differents domaines tels 
que le domaine therapeutique, cosmetique, diagnostic ou de la biosynthese ou la biodegradation de compos6 organique. 
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PROCEDE DE PRODUCTION IN VIVO DE PROTEINES 
CHIMIQUEMENT DIVERSIFIEES PAR INCORPORATION D'ACIDES AMINES 

NON CONVENTIONNELS 
La presente invention a pour objet des methodes permettant a des cellules 
5 procaryotes ou eucaryotes d'acquerir la capacite de produire des proteines dont les 
sequences d'acides amines connprennent au moins un acide amine non conventionnel, 
des methodes de selection desdites cellules, des procedes de production et de 
purification desdites proteines ainsi que ies cellules et les proteines obtenues par les 
methodes et procedes selon Tinvention. L'invention comprend egalement les 
10 applications desdites cellules et proteines dans differents domaines tels que le 
domaine therapeutique, cosmetique, diagnostic ou de la biosynthese ou la 
biodegradation de compose organique. 

Un nombre croissant de proteines produites massivement par des organismes 
recombinants sont employees comme catalyseurs dans I'industrie chimique ou comme 
15 agents therapeutiques. La recherche de nouvelles proteines aux fonctions diversifiees 
est I'objet 'd'une activite intense, soit en criblant les proteines d'organismes 
extremophiles, soit en creant des variants proteiques par mutagenese et criblage. 
Toutefois, la variabilite chimique des proteines qui peuvent etre produites dans des 
organismes vivants reste limitee par I'invariance du code genetique, c*est-a-dire 
20 restreinte aux combinaisons d'un jeu canonique de 20 acides amines. Si la 
descendance des especes naturelles pouvait etre progressivement remodelee dans le 
laboratoire de maniere a adopter differents codes genetiques, revolution des proteines 
pourrait etre redirigee et des sources artificielles de biodiversite ainsi etablies. 

La deviation experimental du code genetique est la seule voie qui pemnettrait 
25 de surmonter cette limitation. Un autre code genetique pourrait specifier un ensemble 
plus ou moins grand d'acides amines, un ensemble substitue par des monomeres non 
canoniques ou un ensemble d'acides amines canoniques parmi lesquels les codons 
sont redistribues. La specification d'acides amines supplementaires dans des lignees 
vivantes se preterait a de multiples applications dont la plus generique serait 
30 I'etablissement d'une biodiversite artificielle, 

L'incorporation, permanente ou transitoire, d'un seul acide amine 
supplementaire, portant un motif chimique qui pourrait reagir sans modifier les acides 
amines conventionnels, suffirait a fonder de nouvelles methodes de fonctionnalisation 
de proteine. Ceci est justement Tobjet de la presente invention. 
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Uinvention a pour objet une methode permettant a des cellules d'acquerir la 
capacite de produire une proteine dont la sequence d*acides amines comprend au 
moins un acide amine non conventionnel, caracterisee en ce qu'elle comprend les 
etapes suivantes : 

5 a) la transformation desdites cellules par au moins une introduction d'une mutation 
faux-sens au niveau d'un codon cible d'un gene codant pour une proteine 
necessaire a la croissance desdites cellules, ladite proteine synthetisee a partir du 
gene ainsi mute n'etant plus fonctionnelle ; 

b) le cas echeant la culture des cellules obtenues a I'etape a) dans un milieu de 
10 culture contenant le nutriment exige par la perte de fonctionnalite de ladite proteine 

ainsi mutee ; et 

c) la culture des cellules obtenues a Tetape a) ou b) dans un milieu de culture 
contenant I'acide amine code par ledit codon cible. 

On entendra designer dans la presente description par le terme de proteine 
15 egalement les peptides ou les polypeptides, ainsi que les glycoproteines 

correspondantes lorsque lesdites proteines sont glycosylees. 

On entendra egalement designer dans la presente description par acide amine 

non conventionnel tout acide amine autre que les acides amines incorpores par les 

ribosomes au cours de la biosynthese des proteines synthetisees par les organismes 
20 unicellulaires ou pluricellulaires procaryotes ou eucaryotes, ainsi que tout acide amine 

incorpore a la place de Tacide amine devant etre normalement incorpore a cette place 

au regard de la sequence nucleique traduite. 

On entendra egalement designer dans la presente description par mutation 

faux-sens, une mutation qui transforme un codon qui represente un acide amine en un 
25 codon qui code pour un autre acide amine, ce dernier, le cas echeant, ne pouvant 

remplacer Tacide amine d'origine pour donner une proteine fonctionnelle dans la 

proteine a la place du residu d'acide amine d*origine. 

On entendra egalement designer dans la presente description par proteine 

necessaire a la croissance de cellules, une proteine qui lorsqu'elle est synthetisee par 
30 les cellules de maniere fonctionnelle permet auxdites cellules de croTtre dans des 

conditions de culture donnees et qui lorsqu'elle est synthetisee par les cellules de 

maniere non fonctionnelle necessite I'introduction d'un nutriment supplementaire dans 

ledit milieu de culture donne pour permettre auxdites cellules de croTtre. De telles 

proteines non fonctionnelles peuvent etre par exemple synthetisees par des cellules 
35 suite a des mutations conditionnelles telles qu'une mutation de type photosensible. 
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Afin dlllustrer par un exemple, mais sans s'y limiter. on peut citer notamment la 
proteine thymidylate synthase de E, coli qui presente un site catalytique occupe par la 
cysteine au niveau de la position 146 de sa sequence d'acides amines et dont les 
mutations correspondantes du gene (thyA) causent une exigence nutritionnelle pour la 
5 thymine ou la thymidine, aucun autre acide amine ne pouvant remplacer la cysteine a 
ce site. 

On entendra designer dans la presente description par codon cible, le codon de 
trois bases nucleotidiques transforme par la mutation faux-sens. 

L'invention comprend egalement une methode selon invention, caracterisee en 
10 ce que le milieu de culture de Tetape c) ne contient pas le nutriment exige par la perte 
de fonctionnalite de ladite proteine mutee. 

Selon {'invention, Tetape c) de culture desdites cellules peut comprendre une 
serie de cultures desdites cellules dans un milieu de culture contenant Tacide amine 
code par ledit codon cible, chacune desdites cultures de la serie etant effectuee 
15 jusqu'a obtention de la phase stationnaire de croissance et suivie d'un lavage des 
cellules obtenues. le nombre de cultures de la serie etant suffisant pour permettre la 
selection de mutations augmentant la suppression de ladite mutation faux-sens dudit 
gene mute et la propagation de Tallele correspondant audit gene mute. 

L'invention conceme en outre une methode selon Tinvention, caracterisee en ce 
20 que la mutation faux-sens est choisie parmi les mutations faux-sens qui ne reversent 
spontanement qu'a une tres faible frequence, de Tordre d'un organisme parmi au 
moins iCl 

De preference, la mutation faux-sens sera choisie parmi les mutations faux- 
sens qui transforment un codon cible d'un gene codant pour une proteine necessaire a 
25 la croissance de ladite cellule en un codon qui comparativement au codon cible 
presente un changement d'au moins deux bases, de maniere plus preferee trois bases. 

On prefere egalement les methodes selon Tinvention, caracterisees en ce que 
le codon cible code pour un acide amine de faible volume sterique et/ou amphiphile 
et/ou de volume sterique inferieur ou sensiblement egal au volume sterique de I'acide 
30 amine code par la mutation faux-sens. 

Parmi les codons cibles, on prefere notamment les codons cibles codant pour la 
cysteine et les mutations faux-sens choisies parmi les mutations faux-sens qui 
transforment un codon cible en un codon codant pour la valine ou I'isoleucine. 

L'invention concerne en outre une methode selon l'invention, caracterisee en ce 
35 que I'etape a) de transformation desdites cellules est realisee au moyen d'un vecteur 
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comprenant une sequence dudit gene codant pour une proteine necessaire a la 
croissance desdites cellules comportant ladite mutation faux-sens, notamment au 
moyen d'un vecteur plasmidique. 

De tels vecteurs seront prepares selon les methodes couramment utilisees par 
5 rhomme du metier, et les clones en resultant peuvent etre introduits dans lesdites 
cellules par des methodes usuelles de recombinaison genetique telles que par 
exemple la lipofection, Telectroporation ou le choc thermique. 

Sous un autre aspect, invention a pour objet une methode de selection de 
cellules capables de produire une proteine dont la sequence d'acides amines 
10 comprend au moins un acide amine non conventionnel caracterisee en ce qu'elle 
comprend les etapes a), le cas echeant b), et c) d'une methode selon Tinvention, et la 
selection des cellules capables de croTtre a I'etape c). 

De maniere preferee, la methode de selection de cellules selon Tinvention, 
comprendra en outre une etape d) de culture des cellules obtenues a I'etape c) dans 
15 un milieu de culture contenant ledit acide amine code par ledit codon cible, la 
concentration dudit acide amine pouvant etre a une concentration superieure a la 
concentration dudit acide amine utilisee a Tetape c), et le choix des cellules sensibles a 
la concentration dudit acide amine utilisee a Tetape d). 

On entend designer par cellule sensible a un compose chimique ou biochimique 
20 ou a une concentration donnee dudit compose, une cellule dont la croissance est 
partiellement ou totalement inhibee lorsqu'elle est cultivee dans un milieu de culture 
contenant ledit compose chimique ou biochimique ou ladite concentration dudit 
compose. 

Uinvention comprend egalement une methode de selection de cellules selon 
25 rinvention, caracterisee en ce que Taminoacyl-tRNA synthetase reconnaissant Tacide 
amine code par ladite mutation faux-sens desdites cellules selectionnees est capable 
de charger sur un de ses tRNA associes un acide amine non conventionnel ou un 
acide amine autre que ledit acide amine code par ladite mutation faux-sens. 

On entendra designer dans la presente description par tRNA associe, un tRNA 
30 qui est reconnu par Taminoacyl-tRNA synthetase reconnaissant un acide amine et qui 
peut transferer ledit acide amine. 

L'invention comprend en outre une methode de selection de cellules mutantes 
selon rinvention, caracterisee en ce que la sequence nucleique du gene codant pour 
ladite aminoacyl-tRNA synthetase comporte au moins une mutation comparee a la 
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sequence du gene sauvage con^espondant, ladite mutation n'ayant pas ete introduite 
par une technique de recombinaison genetique. 

Selon un autre aspect, I'lnvention a pour objet les cellules procaryotes ou 
eucaryotes obtenues par une methode selon rinvention. 
5 Parmi les cellules utilisables a ces fins, on peut citer bien entendu les cellules 

bacteriennes telles que E. coll, mais egalement les cellules de levure, de meme que 
les cellules animales, en particuiier les cultures de cellules de mammiferes, comme 
notamment les cellules d'ovaire de hamster chinois (CHO), mais egalement les cellules 
d'insectes. 

10 Uinvention concerne egalement les cellules procaryotes ou eucaryotes isolees 

capables de produire une proteine dont la sequence d'acides amines comprend au 
moins un acide amine non conventionnel, caracterisees en ce qu'elles comprennent 
une aminoacyl-tRNA synthetase reconnaissant un acide amine donne capable de 
charger sur un de ses tRNA associes un acide amine non conventionnel ou un acide 

15 amine autre que ledit acide amine donne, et en ce que la sequence nucleique du gene 
codant pour ladite aminoacyl-tRNA synthetase comporte au moins une mutation 
comparee a la sequence du gene sauvage correspondant, ladite mutation n'ayant pas 
ete introduite par une technique de recombinaison genetique. 

Ainsi, {'invention concerne une methode de selection de cellules basee sur la 

20 constitution par la cellule d'une voie metabolique necessaire a sa croissance 
permettant d'obtenir des cellules capables de produire un acyl-tRNA non canonique 
capable de charger un acide amine non conventionnel. 

Parmi les cellules selon invention, on prefere les cellules de bacterie, 
caracterisees en ce qu'elles sont choisies parmi les cellules suivantes deposees a la 

25 CNCM (Collection Nationale de Culture de Microorganismes. Paris. France) : 

a) souche E. coli deposee a la CNCM sous le N*^ 1-2025 le 25 mai 1998. 

b) souche £. coli deposee a la CNCM sous le N*" 1-2026 le 25 mai 1998, 

c) souche E. coli deposee a la CNCM sous le N"* 1-2027 le 25 mai 1998. 

d) souche E. coli deposee a la CNCM sous le 1-2339 le 26 octobre 1999, 
30 e) souche E. coli deposee a la CNCM sous le N** 1-2340 le 26 octobre 1999. et 

f) souche E. coli deposee a la CNCM sous le N** 1-2341 le 26 octobre 1999. 

La souche E. coli K12, deposee a la CNCM sous le N° 1-2025 et identifiee sous 
la reference p5366, est un descendant de la souche MG1655 (wt E. coli K12), 
comportant les caracteristiques suivantes : 
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- deletion au locus thyA et remplacement par un gene de resistance a 
rerythromycine, 

- porte un plasmide pTZ18 (col E1 replicon, bla*) avec ralleie Cys146GUA de la 
thymidylate synthase. 

5 La souche E. coli K12, deposee a la CNCM sous le N** 1-2026 et identifiee sous 

la reference p8144, est un descendant de la souche MG1655 (\Art £. coli K12), 
comportant las caracteristiques suivantes : 

- deletion au locus thyA et remplacement par un gene de resistance a 
rerythromycine, 

10 - porte un plasmide pTZ18 (col E1 replicon, bla^) avec Tallele Cys146GUA de la 

thymidylate synthase. 

La souche E. coli K12, deposee a la CNCM sous le N"* 1-2027 et identifiee sous 

la reference p8146. est un descendant de la souche MG1655 SWT E. coli K12), 

comportant les caracteristiques suivantes : 
15 - deletion au locus thyA et remplacement par un gene de resistance a 

rerythromycine. 

- porte un plasmide pTZ18 (col El replicon, bla"^) avec Talleie Cys146GUA de la 
thymidylate synthase. 

La souche E. coli K12, deposee a la CNCM sous le 1-2339 et identifiee sous 
20 la reference p5479, est un descendant de la souche MG1655 (wt E. coli K12), 
comportant les caracteristiques suivantes ; 

- deletion au locus thyA et remplacement par un gene de resistance a 
rerythromycine, 

- deletion au locus nrdD et remplacement par un gene de resistance a la 
25 kanamycine, 

- porte I'allele R223H du gene valS, 

- porte un plasmide pTZ18 (col E1 replicon, bla"") avec Tallele Cys146GUA de la 
thymidylate synthase. 

La souche E. coli K12, deposee a la CNCM sous le N*' 1-2340 et identifiee sous 
30 la reference p5485, est un descendant de la souche MG1655 (wt E coli K12), 
comportant les caracteristiques suivantes : 

- deletion au locus thyA et remplacement par un gene de resistance a 
rerythromycine, 

- deletion au locus nrdD et remplacement par un gene de resistance a la 
35 kanamycine. 
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- porte I'allele chromosomique Val 276 Ala du gene valS, 

- porta un plasmide pTZ18 (col E1 replicon, bla") avec rallele Cys146GUA de la 
thymidylate synthase. 

La souche E. coli K12. deposee a la CNCM sous le N° 1-2341 et identifiee sous 
5 la reference p5486, est un descendant de la souche MG1655 (\a^ £. coli K12) 
comportant les caracteristiques suivantes : 

- deletion au locus thyA et remplacement par un gene de resistance a 
rerythromycine. 

- deletion au locus nrdD et remplacement par un gene de resistance a la 
10 kanamycine, 

' porte rallele chromosomique Asp 230 Asn du gene valS, 

- porte un plasmide pTZ18 (col E1 replicon, bla"^) avec I'allele Cys146GUA de la 
thymidylate synthase. 

Uinvention comprend en outre I'utilisation d'une methode ou d'une cellule selon 
15 rinvention pour la production de proteine, notamment recombinante, dont la sequence 
d*acides amines comprend au moins un acide amine non conventionnel. 

Sous un autre aspect, rinvention concerne un precede de production d'une 
proteine dont la sequence d'acides amines comprend au moins un acide amine non 
conventionnel. caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
20 a) le cas echeant, la selection d'une cellule par une methode selon invention ; 

b) la culture de ladite cellule selectionnee a Tetape a) ou d'une cellule selon 
i'invention dans un milieu de culture et des conditions de culture permettant la 
croissance de ladite cellule ; et 

c) risolement de ladite proteine comprenant au moins un acide amine non 
25 conventionnel a partir du surnageant de culture et/ou du culot cellulaire obtenu a 

Tetape b). 

Parmi les proteines pouvant etre produites par un precede selon rinvention, on 
peut mentionner, mais sans s'y iimiter, les proteines qui par Tincorporation d'au moins 
un acide amine non conventionnel permettent d'obtenir une activite recherchee qu'une 

30 proteine dont la sequence comporte uniquement des acides amines conventionnels ne 
permet pas d'obtenir. Par activite, on entend designer de maniere generale toute 
activite telle qu'une activite physiologique ou biologique relative aux organismes uni- 
ou pluricellulaires, meme partielle, comme par exemple une activite structurelle ou 
biochimique, par exemple enzymatique, antigenique, de type anticorps ou de 

35 modulation, de regulation ou d'inhibition d*activite biologique, ou encore telle qu'elle 
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permette sa mise en oeuvre dans un precede de biosynthese ou de biodegradation de 
composes chimiques ou biochimiques. 

On peut egalement mentionner parmi les proteines pouvant etre produites par 
un precede selon invention, les proteines dont rincorporation d'au moins un acide 
5 amine non conventionnel est effectuee de telle maniere qu'il n'en resulte pas de 
modification approfondie de I'activite biologique de la proteine non modifiee 
correspondante. Outre Tactivite biologique conservee de la proteine non modifiee 
correspondante, ces proteines selon I'invention presenteront un acide amine non 
conventionnel dont les proprietes specifiques pourront etre avantageusement 
10 exploitees. 

Parmi les proprietes specifiques conferees par la presence d'un acide amine 
non conventionnel. on peut citer en particulier les proprietes liees a la presence d'un 
groupe fonctionnel sur ledit acide amine non conventionnel capable de reagir 
facilement et de maniere specifique avec un compose chimique ou biochimique dans 
15 des conditions permettant de ne pas alterer I'activite de la proteine ou evitant la 
modification des acides amines conventionnels. 

La presence de ce groupe fonctionnel specifique pourra avantageusement etre 
utilisee par exemple pour : 

(i) purifier toute proteine, notamment recombinante, incorporant ledit acide amine non 
20 conventionnel ; 

(ii) coupler une telle proteine a un support solide ; 

(iii) coupler a une telle proteine des molecules capabies d'etre detectees, telles que 
des sondes spectroscopiques de nature variee ; 

(iv) coupler a une telle proteine des polymeres lipophiles ou hydrophiles permettant de 
25 les solubiliser dans des solvants ou de faire ecran a la reconnaissance par des 

anticorps ; 

(v) coupler une telle proteine a un polynucleotide ; 

(vi) coupler une telle proteine a un compose chifriique ou biochimique dont la presence 
permet d'augmenter, de diminuer, de modular, de reguler ou de cibler I'activite 

30 biologique de ladite proteine, ou de modifier sa biodisponibilite en tant que compose a 
usage therapeutique ; ou encore 

(vii) fixer de maniere permanente a une telle proteine un coenzyme qui sinon diffuserait 
en solution. 

Selon la presente invention, rincorporation d'au moins un acide amine non 
35 conventionnel pourra porter sur des acides amines a Torigine d'une specificite ou de 
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Tactivite. ou a Torigine de la conformation structurale, de la charge, de rhydrophobicite 
ou de la capacite de multimerisation de la proteine non modifiee conrespondante. Ainsi, 
pourront etre creees des proteines d'activite equivalents, augmentee ou diminuee, ou 
de specificite equivalente, plus etroite. ou plus large que la proteine a acides amines 
5 conventionnels non modifiee correspondante. 

Par proteine non modifiee. on entend designer la proteine sauvage ou 
recombinante constituee d'acides amines conventionnels et dont est issue la proteine 
comprenant Tacide amine non conventionnel. 

De preference, le precede de production selon Tinvention est caracterise en ce 

10 que ledit milieu de culture de Tetape b) permettant la croissance de ladite cellule 
contient ledit acide amine non conventionnel ou un de ses precurseurs. 

Selon un mode particulier, un precede de production selon {'invention est 
caracterise en ce que ledit acide amine non conventionnel est synthetise par ladite 
cellule, la synthase dudit acide amine non conventionnel pouvant etre augmentee par 

15 modification genetique de ladite cellule. 

Uinvention concerne en outre un precede de production d'une proteine dont la 
sequence d'acides amines comprend au moins un acide amine non conventionnel 
selon invention, caracterise en ce que ladite cellule est auxotrophe pour Tacide amine 
code par ledit codon cible, 

20 Sont egalement compris dans la presente invention, les precedes selon 

rinvention, caracterises en ce que ladite cellule comprend un gene d'interet homelogue 
ou heterologue dont la sequence codante comports au moins un codon cible. 

D'une maniere generate, le gene d'interet codera pour un ARN messager qui 
sera ensuite traduit en proteine d'interet 

25 Le gene d'interet peut etre isole par toute technique conventionnelle telle que 

clonage, PGR (Polymerase Chain Reaction) qu encore synthetise chimiquement II 
peut etre de type genomique (muni d'un ou plusieurs introns) ou ADN complementaire 
(ADNc). La proteine d'interet peut etre constituee par une proteine mature, un 
precurseur et, notamment un precurseur destine a etre secrete et comprenant un 

30 peptide signal, une proteine tronquee, une proteine chimere provenant de la fusion de 
sequences d'origines diverses ou encore une proteine mutee presentant des preprietes 
biologiques ameliorees et/ou modifiees. 

De maniere generale, le gene d'interet homelogue ou heterologue pourra etre 
choisi parmi les genes codant pour toute proteine utilisable comme compose 

35 therapeutique ou cosmetique, ou comme reactif de diagnostic, ou encore comme 
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compose pouvant etre mis en oeuvre dans un procede de biosynthese ou de 
biodegradation. 

A titre d'exemples, on peut citer les genes d'interet codant pour les proteines 
d'interet suivantes : 

5 - cytokines ou iymphokines (interferons a, p et y, interleukines et notamment riL-2, 
riL-6. riL-10 ou riL-12, facteurs necrosant des tumeurs (TNF), facteurs stimulateurs 
de colonies (GM-CSF. C-CSF, M-CSF. ..,) ; 

- recepteurs cellulaires ou nucieaires, notamment ceux reconnus par des organismes 
pathogenes (virus, bacteries, ou parasites) ou leurs ligands ; 

10 - proteines impiiquees dans une maladie genetique (facteur VII. facteur VIII, facteur 
IX, dystrophine ou minidystrophine, insuline, proteine CFTR (Cystic Fibrosis 
Transmembrane Conductance Regulator), homnones de croissance (hGH) ; 

- enzymes (urease, renine, thrombine, ..,) ou toutes enzymes impiiquees dans le 
metabolisme ou la biosynthese des proteines, des lipides, des acides nucleiques, 

15 des sucres, des acides amines, des acides gras ou des nucleotides ; 

- inhibiteurs d'enzymes (a1-antitrypsine, antithrombine III, inhibiteurs de proteases 
virales, ,..) ; 

- composes a effet anti-tumoral capables d'inhiber au moins partiellement ['initiation 
ou la progression de tumeurs ou cancers (anticorps, inhibiteurs agissant au niveau 

20 de la division cellulaire ou des signaux de transduction, produits d'expression des 
genes suppresseurs de tumeurs. par exemple p53 ou Rb, proteines stimulant le 
systeme immunitaire, „,) ; 

- proteines du complexe majeur d'histocompajibilite des classes I ou II ou proteines 
regulatrices agissant sur I'expression des genes correspondants ; 

25 - proteines capables d'inhiber une infection virale. bacterienne ou parasitaire ou son 
developpement (proteines antigeniques ayant des proprietes immunogenes. 
epitopes antigeniques, anticorps, ...) ; 

- toxines telles que la ricine, toxine cholerique. diphterique, ... ou immunotoxines ; 

- marqueurs (p-galactosidase, peroxydase, ...) ; et 
30 - luciferase. GFP (green fluorescent protein), etc.. 

^invention comprend en outre un procede de production d'une proteine selon 
Tinvention, caracterise en ce que le milieu de culture de I'etape b) comprend en outre 
les composes necessaires a Tinduction de la synthese de la proteine codee par ledit 
gene d'interet. Ces composes sont connus de I'homme du metier et dependent 
35 notamment de la cellule et du gene homologue ou heterologue selectionnes. 
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Uinvention conceme egalement un precede selon I'invention, caracterise en ce 
que ractivite biologique de la proteine codee par ledit gene d'interet est au moins 
partiellement conservee apres Tincorporation dudit acide amine non conventionnel au 
niveau du codon cible dudit gene d'interet. 
5 Uinvention conceme en outre un precede selon invention, caracterise en ce 

que Tacide amine non conventionnel est choisi parmi les acides amines non 
conventionnels de formule I et de configuration L 
COOH 



1 



Ri-C-H 




H 




/ 


N 




\ 




R2 



(I) 



dans laquelle : 

Ri ou R2 represente des radicaux contenant un groupe fonctionnel capable de reagir 
de maniere selective, de preference choisi parmi les groupes aldehyde, cetone, 
ethenyle, ethynyle ou nitrite. 

20 Parmi ces groupes, on prefere particuiierement le groupe 0x0 (aldehyde ou 

cetone) a reactivite selective qui faciliterait la fonctionnalisation chimique des proteines. 
D'autres groupes simples comme le groupe ethynyle se preteraient egalement a des 
reactions selectives. Un vaste corpus d'experiences conduites a Taide de systemes de 
traduction acellulaire (ex vivo) et d*acyl-tRNAs synthetises in vitro, a demontre qu'une 

25 grande variete de groupes acyles pouvaient etre transferes sur le ribosome en reponse 
a un codon lu par le tRNA. En bref, les modifications laterales des acides amines 
semblent toutes compatibles avec la traductton (il n'a a ce jour pas ete trouve 
d'aminoacide dont la chaine laterale serait assez encombrante pour bloquer la 
traduction) ; des substitutions du motif amino en alkyl-amino, en hydroxy et en 

30 hydrazine sont compatibles avec la chimie de transpeptidation catalysee par le 
ribosome (Bain et al. 1991) (il est connu que le ribosome peut former des polyesters en 
plus des polyamides conventionnels) ; la substitution de I'hydrogene alpha du motif 
H2NCH(R)-COOH par un groupe alkyle (methyle) ou I'inversion de configuration au 
carbone alpha (D-amino-acides) ne sont par centre pas acceptees par le ribosome. 

35 L'invention a egalement pour objet un procede selon Tinventien, pour la 

fonctionnalisation de proteine. 
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Uinvention conceme egalement un precede de purification de proteine, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) rincorporation dans la sequence d'acides amines de ladite proteine d'un acide 
amine non conventionnel contenant un groupe fonctionnel capable de reagir de 
maniere selective par un precede selon Tinvention ; 

b) la mise en contact de la solution contenant la proteine obtenue a Tetape a) avec 
un support comprenant un compose capable de reagir specifiquement avec ledit 
groupe fonctionnel et de fixer specifiquement ladite proteine ; et 

c) risolement de ladite proteine fixee sur le support. 

Les precedes de purification de proteine, naturelle ou recombinante, utilises 
habituellement par Thomme du metier font appel generalement a des methodes 
utilisees individuellement ou en combinaison, telles que le fractionnement, les 
methodes de chromatographie, les techniques d'Immuno-affinite a Taide d'anticorps 
mono ou polyclonaux specif iques, etc., Ces methodes sont parfois longues et 
fastidieuses et ne permettent pas toujours d'obtenir Tactivite specifique, le taux et le 
rendement de purification voulus. La presence d'un groupe fonctionnel specifique sur 
la proteine a purifier capable de reagir selectivement avec le support de purification 
sans alterer Tactivite de la proteine faciliterait grandement la purification de proteine 
necessaire a leur utilisation. 

L'invention conceme egalement un precede de fixation d'une proteine sur un 
compose chimique ou biochimique. caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes ; 

a) rincorporation dans la sequence d'acides amines de ladite proteine par un 
precede selon I'invention d'un acide amine non conventionnel contenant un groupe 
fonctionnel capable de reagir de maniere selective ; 

b) la mise en contact de la proteine obtenue a I'etape a) avec ledit compose chimique 
ou biochimique comprenant un groupe capable de reagir specifiquement avec ledit 
groupe fonctionnel dans un milieu permettant la reaction. 

De preference, la fixation d'une proteine sur un compose chimique ou 
biochimique est une fixation par liaison covalente, 

Les composes chimiques ou biochimiques pouvant etre utilises dans ledit 
precede de fixation selon Tinvention pourrent etre choisis parmi tous les composes 
capables de reagir avec le groupe fonctionnel de I'acide amine non conventionnel 
incorpore. 
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On entend designer dans la presente description par complexe proteique le 
produit obtenu a Tetape b) du precede decrit ci-dessus comprenant une proteine salon 
{'invention fixee sur un compose chimique ou biochimique. 

Uinvention comprend aussi un precede selon Tinvention caracterise en ce que 
5 ledit compose chimique ou biochimique est lui-meme fixe sur un support solide ou est 
un compose constitutif d'un support solide. 

L'invention concerne en outre un precede selon rinvention pour la preparation 
d'un complexe proteique, 

De preference, rinvention comprend les precedes de rinvention, caracterises 
10 en ce que ladite proteine fixee ou ledit compose chimique ou biochimique est choisi 
parmi les composes therapeutiques, cesmetiques ou diagnostiques. 

Ladite proteine fixee sera choisie en particulier parmi les proteines dont la 
sequence d'acides amines comprend un acide amine non conventionnel selon un 
precede de rinvention, et dont la proteine non modifiee cerrespondante sauvage ou 
15 recombinante est choisie parmi les proteines utilisables comme composes 
therapeutiques, cesmetiques ou comme reactifs de diagnostic. 

De preference, les precedes selon rinvention, sent caracterises en ce que le 
compose chimique ou biochimique est choisi parmi les composes capables de modifier 
I'activite biologique de la proteine fixee. 
20 On entend designer par composes capables de modifier ractivite biologique 

d'un autre compose, un compose capable d'augmenter, de diminuer, de reguler 
ractivite biologique dudit autre compose. 

L'invention comprend egalement un precede selon rinvention, caracterise en ce 
que le compose chimique ou biochimique est choisi parmi les composes dont I'activite 
25 biologique peut etre modifiee par la proteine fixee. 

L'invention comprend egalement un precede selon rinvention, caracterise en ce 
que le compose chimique ou biochimique est choisi parmi les composes comprenant 
une proteine, un polynucleotide, un acide gras. un sucre ou un polymere naturel ou 
synthetique. 

30 Selon un autre aspect, rinvention a pour objet les proteines, en particulier 

recembinantes, et les complexes proteiques obtenus par un precede selon rinvention, 

Uinvention comprend egalement une methode de selection de composes 
capables de se lier a une proteine selon rinvention ou capables de se iier au compose 
chimique ou biochimique du complexe proteique selon rinvention. Parmi ces 
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methodes, on peut citer comme exemple une methode caracterisee en ce qu*elle 
comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compose susceptible d'etre selectionne avec la 
proteine ou le complexe proteique selon I'invention, ladite proteine ou complexe 

5 proteique pouvant etre notammentfixee sur un support solide ; 

b) la determination de la capacite dudit compose a se lier avec la proteine 
ou le complexe proteique selon Tinvention. 

Les composes susceptibles d'etre selectionnes peuvent etre des composes 
organiques tels que des proteines ou hydrates de carbone ou tous autres composes 
10 organiques ou inorganiques deja connus, ou ,des composes organiques nouveaux 
elabores a partir de techniques de modelisation moleculaire et obtenus par synthese 
chimique ou biochimique, ces techniques etant connues de Thomme de Tart, 

Les cellules selon invention pourront egalement avantageusement servir de 
modele et etre utilises dans des precedes pour etudier, identifier et/ou selectionner des 
15 proteines selon Tinvention ou des composes susceptibles de posseder une activite 
recherchee. 

Uinvention conceme egalement Tutilisation d'une proteine ou d'un complexe 
proteique selon Tinvention comme reactif de diagnostic ainsi que les precedes de 
diagnostic, notamment pour la detection, ridentification, la localisation et/ou le dosage 

20 specifique de polypeptide ou de polynucleotide, mettant en oeuvre une proteine ou un 
complexe proteique selon invention. 

Sont en effet comprises dans les proteines selon Tinvention, des proteines 
ayant incorpore au moins un acide amine non conventionnel et ayant conserve 
partieliement ou totalement I'activite initiate des proteines sauvages ou recombinantes 

25 non modifiees correspondantes, telles que des anticorps, des antigenes, des enzymes 
ou leurs fragments biologiquement actifs connus pour etre utilises dans des precedes 
de diagnostic. 

De la meme maniere, sont compris dans les complexes proteiques selon 
I'invention, des complexes proteiques formes a partir d'une proteine selon Tinvention et 
30 un compose chimique ou biochimique tels que des complexes comprenant un 
anticorps, un antigene ou une sonde oligonucleotidique couple a une enzyme, a un 
substrat ou a une molecule capable d'etre detectee. 

Parmi les precedes de diagnostic selon' Tinvention, on peut citer par exemple 
les precedes comprenant les etapes suivantes : 
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a) la mise en contact de I'echantillon biologique susceptible de contenir le 
compose recherche avec une proteine ou un complexe proteique selon Tinvention, 
ladite proteine ou complexe proteique pouvant etre notamment fixee sur un support 
solide ; et 

5 b) la mise en evidence, Tidentification, la localisation et/ou le dosage du 

complexe forme entre le compose recherche et une proteine ou un complexe proteique 
selon rinvention, 

L'homme du metier saura adapter avec les proteines ou les complexes 
proteiques selon I'invention les precedes de diagnostic standards connus. 

10 Les techniques et les reactifs specifiques permettant la mise en evidence, 

ridentification, la localisation et/ou le dosage du complexe forme que Ton pourra utiliser 
dans les precedes de Tinvention, sont bien connus egalement de Thomme du metier et 
sont, par exemple, les techniques ELISA. RIA, d'immunofluorescence, de PGR ou 
d'autres techniques d'amplification d'un acide nucleique cible connues de Thomme de 

15 rart. 

L'invention conceme egalement un kit ou necessaire de diagnostic, notamment 

pour la detection, ridentification, la localisation et/ou le dosage specifique de proteine 

ou de polynucleotide caracterise en ce qu'il contient une proteine ou un complexe 

proteique selon Tinvention. 
20 L'invention conceme en outre Tutilisation d'une proteine, d'un complexe 

proteique ou d'une cellule selon Tinvention pour la preparation d'une composition 

pharmaceutique ou cosmetique. 

L'invention a enfin pour objet une composition pharmaceutique ou cosmetique 

comprenant une proteine, un complexe proteique ou une cellule selon invention. 
25 D'autres caracteristiques et avantages de Tinvention apparaissent dans la suite 

de la description avec les exemples ci-apres. 

EXEMPLES 

30 EXEMPLE 1 : Constmction d'une souche d'£ coli comportant une mutation 

faux-sens Cys->Val au site actif de la thymidylate synthase et creant une exigence 
nutritionnelle pour la thymine, la thymidine ou la cysteine. 

Les alleles artificiels du gene thyA sont construits par mutagenese dirigee du 
plasmide pTSO (Lemeignan et al 1993), qui derive du plasmide pTZ18R (BioRad) par 

35 insertion du gene thyA sauvage d'E. coli. La mutagenese dirigee a I'aide d'un 
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oligonucleotide est realisee selon la methode decrite par Kunkel et coll. (1987) sur le 
phagemide pTSO. La preparation de la matrice simple brin de pTSO, amplifiee dans la 
souche RZ1032 (Kunkel et coll., 1987) (Hfr KL16 P045 [lysA(61-62)] duti ungi thil 
relAI supE44 zbd-279::Tn10) est realisee selon le protocole decrit par Sambrook et 
coll. (1989). Un oligonucleotide phosphoryle en 5' (achete a la societe Genome 
Express) est utilise comme amorce mutagene : 
Oligodeoxynucleotide 1 : 

5'pTGGATAAAATGGCGCTGGCACCGGTACATGCATTCTTCCAGTTCTATGT 

L'hybridation de cet oligonucleotide avec la matrice simple brin dans chacune 
des deux constructions est realisee avec 10 ng d'oligonucleotide et 0,2 pi de matrice 
dans un volume de 10 pi d'une solution tampon contenant 20 mM de Tris-HCI pH 7,5, 
2 mM d'EDTA et 50 mM de chlorure de sodium. Les tubes sont incubes 5 mn a 70''C 
puis refroidis progressivement jusqu'a SO^'C. A ce melange est alors ajoute 0,5 mM de 
chacun des dNTP, 1 mM d*ATP. 10 mM de Tris-HCI a pH 7,5, 10 mM de chlorure de 
magnesium, 2 mM de dithiothreitol et 1 unite de chacune des deux enzymes du phage 
T4 ADN ligase et ADN polymerase. Ce melange reactionnel d'un volume final de 20 pi 
est incube 60 min a 37*'C dont 5 pi sont ensuite utilises pour transformer des cellules 
competentes de la souche GT869 (Parsot, C. t986) (thrB1004 pro thi strA hsdS lacZ 
AM 15 [F lacZ AM 15 laclq traD36 proA+ proB+]) d'E.coli K12 suivant la methode decrite 
par Sambrook et coll. (1989). Les cellules transfomnees sont etalees sur des boites de 
Petri contenant du milieu LB additionne de 100 mg/l de carbenicilline. Douze clones 
resistant a I'antibiotique sont reisoles sur le meme milieu. L'ADN simple-brin 
correspondant aux phagemides de ces clones est prepare et sequence selon la 
methode dideoxy (Sanger et coll., 1977). Le kit de sequen^age M13 (Boehringer 
Mannheim, Mannheim, Allemagne) et la desoxyadenosine 5-(a-thio)triphosphate 
(1300 Ci/mmol, Amersham) sont combines selon les indications des fournisseurs. 
Quatre amorces sont utilisees pour determiner la sequence des alleles de thyA : 
Oligodeoxynucleotide 3 fS'GGTGTGATCATGATGGTC 
Oligodeoxynucleotide 4 : 5'CCTGCAAGATGGATTCCC 
Oligodeoxynucleotide 5 : 5*CGCGCCGCATTATTGTTTC 
Oligodeoxynucleotide 6 : 5'GTCTGGACCGGTGGCGACA 

Le plasmide pTSI ainsi obtenu propage I'allele thyA:\/al146, dans lequel la 
position 146 occupee dans le gene thyA sauvage par le codon UGC de la cysteine est 
occupee par le codon GUA de la valine. Le plasmide pTSI est introduit par 
transfonmation, realisee selon la methode de Sambrook et coll. (1989), dans la souche 
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AthyA d'E. coli K12, p1308 (Lemeignan et coll., 1993), dont le gene chromosomique de 
ta thymidylate synthase, thyA, est delete. La souche transformee portant Tallele 
plasmidique thyA:Val146, p5366, se montre incapable de croTtre sans que de la 
thymine ou de la thymidine soit ajoutee au milieu de culture, tout comme la souche 
5 pi 308 dont elle derive. Par centre, la souche p6366 montre une croissance marginale 
a 30°C sur gradient de diffusion de cysteine, realise dans des boites de Petri contenant 
25 ml de milieu mineral MS glucose a partir d'un puits central comportant 0,1 ml d'une 
solution 400 mM de L-cysteine. Dans les memes conditions, la souche pi 308 ne 
donne lieu a aucune croissance detectable. Ainsi, la mutation faux-sens convertissant 

10 la cysteine catalytique a la position 146 de la thymidylate synthase en valine peut etre 
partieilement supprimee par apport massif de cysteine exogene. L'addition de 0,1 mM 
de valine au milieu des boites de Petri abolit la croissance de la souche p5366 sur 
gradient de cysteine. Ainsi, tout se passe comme si la cysteine pouvait s*infiltrer dans 
le site actif de la valyl-tRNA synthetase pour former des Cys-tRNA^^' errones. aptes a 

15 corriger la substitution de ta cysteine par ia valine dans le site actif de la thymidylate 
synthase. L'exces de valine previendrait la formation de ces Cys-tRNA^^' errones. 

Exemple 2 : Construction d'une souche d'E. coli comportant une mutation faux- 
sens Cys->lle au site actif de la thymidylate synthase et creant une exigence 

20 nutritionnelle pour la thymine, la thymidine ou la cysteine. 

La construction correspondante est egalement conduite pour remplacer la 
cysteine en position 146 de la thymidylate synthase, par mutagenese dirigee a I'aide 
de Toligonucleotide 2, suivant le meme protocole que dans I'Exemple 1. 
Oligodeoxynucleotide 2 : 

25 5'pTGGATAAAATGGCGCTGGCACCGATACATGCATTCTTCCAGTTCTATGT 

Le plasmide pTS2 ainsi obtenu propage I'allele thyA:lle146, dans lequel la 
position 146 occupee dans le gene thyA sauvage par le codon UGC de la cysteine est 
occupee par le codon AUA de Tisoleucine. La souche propageant I'allele plasmidique 
thyA:lle146. p5274, se revele exiger I'apport nutritionnel de thymine, de thymidine ou 

30 de cysteine en exces. tout comme la souche p5366. La suppression phenotypique de 
la souche p5274 par la cysteine est abolie par 0,1 mM dMsoleucine. tout comme celle 
de la souche p5366 par la valine. Ainsi, tout se passe comme si I'isoleucyl-tRNA 
synthetase etait capable de former des Cys-tRNA"® errones en presence d*un exces de 
cysteine, et que cette formation erronee etait prevenue par la presence d'un exces 

35 d'isoleucine. 
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Exemple 3 : Selection de mutants du code genetique mesincorporant la 
cysteine au lieu de la valine par culture serielle en liquide et caracterisation genetique 
des mutants de la valyl-tRNA synthetase ainsi obtenus. 

La souche p5366 portant rallele faux-sens thyA:Val146 sur le piasmide pTSI 
est cultivee en milieu mineral MS glucose (2 g/l, Richaud et coll., 1993) supplements 
avec 0,3 mM de thymidine pendant 24 h a 30**C en aerobiose, Les cellules sont ensuite 
lavees deuxfois avecdu milieu mineral MS desoxygene. Un milieu nutritif desoxygene 
contenant 10 ml de milieu mineral MS glucose additionne de 1,5 mM de cysteine est 
inocule au 1/100 a I'aide des cellules lavees. Les cellules sont ensuite cultivees en 
anaerobiose pendant 24 h a 30°C et un tube frais contenant 10 ml de milieu mineral 
MS glucose cysteine desoxygene est inocule avec une dilution au 1/100 de la culture 
en phase stationnaire precedente. Cette procedure est repetee 26 fois. A Tissue de 
cette propagation serielle, 12 clones de la culture liquide sont isoles sur boTtes de 
milieu mineral MS glucose (2 g/l) thymidine (0,3 mM) en aerobiose et sauvegardes en 
suspension dans le meme milieu liquide a - 80**C. Les douze clones sont testes sur des 
boTtes contenant du milieu mineral MS glucose additionne de facteurs nutritionnels. 
Tous ces clones se revelent exiger la thymine ou la thymidine comme facteur de 
croissance, a moins que de la cysteine soit presente dans le milieu de culture, a une 
concentration d'au moins 1,5 mM. 

Deux tels clones sont choisis pour une caracterisation genetique approfondie, 
P8144 et P8146. Des experiences de transduction par le phage PI du caractere de 
resistance a la kanamycine, introduit dans le locus nrdD voisin du gene valS de la 
valyl-tRNA synthetase (97 mn du chromosome d'E. coli K12) sont effectuees a I'aide 
des souches p8144 et p8146. Dans les deux cas, environ la moitie des transductants 
resistant a la kanamycine montrent egalement une dependance nutritionnelle pour la 
thymidine suppressible par la cysteine exogene,a la concentration d'au moins 1,5 mM. 
Cette proportion est en accord avec la distance genetique entre les genes valS et nrdD 
(0.4 mn) et laisse supposer que le phenotype de suppression de la mutation faux-sens 
Cys->Val au site actif de la thymidylate synthase par de faibles concentrations de 
cysteine est cause par Talteration genetique du locus valS. 

La fixation d'une alteration genetique dans le gene valS des souches adaptees 
est confirmee par sequenfage de ce locus : un A change en C cause le remplacement 
de la lysine a la position 277 par la glutamine dans les deux souches adaptees p8144 
et P8146. Le sequen?age est effectue sur une matrice obtenue par reaction de 
polymerisation en chaine (PGR) realisee dans des conditions decrites par Sambrook et 
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coll. (1989). La reaction d'amplification est realisee dans 100 \j\ d'une solution 
contenant 10 ng d'ADN genomique des souches p8144 ou p8146, 20 pmoles de 
chaque amorce, 40 nmoles d'un melange equimolaire des 4 desoxynucleotides 
triphosphate, 10 pi d'un tampon compose de 100 mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCI et 

5 20 mM MgCb, en presence de 1 a 2 unites de Vent polymerase (Biolabs). Pour chaque 
reaction. 30 cycles de polymerisation sont accomplis, en utilisant un ampiificateur 
d'ADN (Perkin-Elmer Cetus), comme suit : la denaturation est effectuee a 94**C 
pendant 5 min pour le ler cycle et 1 min pour les cycles suivant, Thybridation a 58X 
pendant 1 min et Telongation a 72X pendant 3 min pour les 29 premiers cycles et 

10 pendant 10 min pour le dernier cycle. Les oligonucleotides 7 et 8 sont utilises pour 
ramplification du gene. 
Oligodeoxynucleotide 7 : 

5'GGGGAATTCGGTGTGTGAAATTGCCGCAGAACG 
Oligodeoxynucleotide 8 : 
15 5'GGCAAGCTTCCAGTATTTCACGGGGAGTTATGG 

Les fragments de PGR ainsi obtenus sont purifies en utilisant le kit QIAquick 
(Qiagen) et transmis a la societe Genaxis pour en determiner la sequence. 

Example 4 : Suppression phenotypique par des precurseurs metaboiiques de 
la cysteine. 

Uexigence nutritionnelle en cysteine des souches adaptees p8144 et p8146 est 
mise a profit pour caracteriser des precurseurs metaboiiques qui puissent se substituer 
a la cysteine dans le milieu de culture sans donner lieu a la degradation par oxydation. 
La S-cartDamyl-L-cysteine (3 mM). la S-methyl-L-cysteine (3 mM) et I'acide L- 
thiazolidine-4-carboxylate (2 mM) se revelent capables de remplacer la cysteine 
comme facteur de croissance des souches adaptees p8144 et p8146, au lieu de la 
thymidine ou de la thymine, Les memes composes se revelent capables de satisfaire 
{'exigence en cysteine d'un mutant cysN::kan (souche JT1, procuree par M. Beriyn, 
Coli Genetic Stock Center, Yale University, USA (Levh et al.,1988)). Toutefois, 
I'addition d'aucune de ces substances ne permet la croissance de la souche p1308 
portant une deletion chromosomique du gene thyA de la thymidylate synthase, 
excluant ainsi leur contamination par des traces de thymine ou de thymidine. 



25 
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Exemple 5 : Selection de mutants du code genetique mesincorporant la 
cysteine au lieu de la valine par isolement sur milieu solide et caracterisation genetique 
des mutants de la valyl-tRNA synthetase mesincorporant la cysteine. 

La souche p5366 portant I'allele faux-sens thyA:Val146 sur le plasmide pTSI 

5 est transduite avec un lysat du phage P1 recolte sur une souche auxiliaire tf£. coli 
(P7170, Bouzon et al., 1997) dans le chromosome de laquelle un marqueur de 
resistance a la kanamycine avait ete introduit au locus nrdD, voisin du locus valS du 
gene de la valyl-tRNA synthetase, produisant ainsi la souche p5419. Un allele mutateur 
du gene dnaQ est introduit extemporanement par transduction de la souche p5419 a 

10 I'aide d*un lysat du phage P1 recolte sur une souche auxiliaire (MS2131, Shapiro 1990) 
portant un marqueur de resistance a la tetracycline dnaQ::miniTn10. Un tel clone 
resistant a la tetracycline et montrant un taux de mutation spontanee amplifie environ 
1 000 fois (pour I'acquisition de la resistance a la streptomycine) est cultive a 30°C en 
milieu minimum glucose en presence de thymidine (0,3 mM). Apres 24 h. les cellules 

15 sont recoltees, lavees deux fois dans un volume identique de milieu de culture sans 
thymidine. Un volume de 0.1 ml de la suspension resultante, correspondant a environ 
10® bacteries, est etale a la surface d'une serie de boTtes de Petri contenant une 
concentration de S-carbamyl-L-cysteine variant entre 0 et 8 mM par increment de 
1 mM additionnant du milieu mineral MS glucose (2 g/l). La meme procedure est 

20 appliquee a la souche non mutatrice p5419, au gene dnaQ sauvage. Uensemble des 
boTtes de Petri est incube 96 h a 30°. Des colonies apparaissent sur les boTtes ayant 
une concentration de S-carbamyl-L-cysteine d§passant 2 mM dans le seul cas ou 
I'allele mutateur dnaQ::miniTn10 a ete introduit dans la souche testee. 

Un lysat du phage P1 recolte a partir d'un tel clone est employe pour transduire 

25 la souche p5366 portant Tallele plasmidique thyA:VaI146. Environ la moitie des 
transductants resistant a la kanamycine se montrent capables de croTtre en presence 
de 3 mM de S-carbamyl-L-cysteine et en absence de thymine ou de thymidine, parmi 
lesquels la souche p5455. L'autre moitie des transductants en est incapable et exige la 
thymine ou la thymidine pour proliferer. tout comme la souche p5366. Cette proportion 

30 entre les phenotypes s'accorde avec la distance genetique entre les locus valS et nrdD 
(0,4 mn). Ainsi. la suppression de la mutation faux-sens de thyA Cys->Val par une 
faible concentration de cysteine exogene pourrait resulter d'une alteration du gene de 
la valyl-tRNA synthetase. Le locus vaiS d'une des souches obtenues par transduction 
de P5366 et capables de croitre en presence de 3 mM de S-carbamyl-L-cysteine et en 

35 absence de thymine ou de thymidine, designee p5455, est amplifie par reaction de 
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polymerisation en chaine et sequence comme ii est decrit dans TExemple 3. Un A 
change en C cause le remplacement de la threonine a la position 222 par la proline, 
confirmant ainsi la fixation d'une alteration genetique dans le gene valS de la souche 
p5455. 

Example 6 : Sensibilite des mutants de la valyl-tRNA synthetase a des acides 
amines non canoniques. 

Les souches p5455, p8144 et p8146 sont testees pour leur sensibilite a des 
acides amines artificiels qui presentent une ressemblance sterique avec la valine. Le 
test est realise sur des boTtes de milieu mineral MS glucose supplements avec de la 
thymidine. Les cellules sont cultivees en milieu aerobie (mineral MS glucose 0,3 mM 
thymidine) pendant 24 h a SO'^C et diluees au 1/250 dans du milieu mineral MS. 0,5 ml 
de cette suspension cellulaire sont etales sur boites de Petri contenant 25 ml de milieu 
mineral MS glucose. Un puits est ensuite evide au centre de la boTte et rempli avec 
0,1 ml d'une solution d'un acide amine ; 

(1) 100 mM L-2-amino-butyrate 

(2) 100 mM L-2-amino-valerate 

(3) 100 mM L-2-3-diamino-propionate 

(4) 50 mM L-3-thiol-2-amino-butyrate. 

Les boites sont ensuite incubees pendant 24 h a 30**C et Tapparition eventuelle 
sur les boites d'une zone d'inhibition autour du puits est enregistree. Les diametres des 
zones d'inhibition de croissance attenuees sur des boTtes de Petri sont mesures : 
L-2-amino-butyrate : 5,2 cm {P5455), 5,7 cm (p8144), 6.7 cm (p8146) ; 
L-2.amino-valerate : 2,1 cm (P5455), 1,5 cm (p8144), 6,7 cm (p8146) ; 
L-2-3-diamino-propionate : 2,3 cm (p5455), 2,7 cm (p8144), 1.9 cm (p8146) ; 
L-3-thiol-2-amino-butyrate : 2,0 cm (P5366), 4,6 cm (p5455). 4,0 cm (p8144), 4,0 cm 
(P8146). 

Le L-2-amino-butyrate, le L-2-ami no- vale rate et le L-2,3 diamino-propionate aux 
concentrations indiquees sont sans effet sur la souche p5366 a I'allele valS sauvage, 
mais inhibent la croissance des souches portant un gene valS mute. Le L-3-thiol-2- 
amino-butyrate inhibe la croissance de toutes les souches, mais on peut remarquer 
une inhibition plus importante sur les souches mutees. Ainsi, tout se passe comme si 
les mutants de la valyl-tRNA synthetase avaient une specificite elargie les rendant 
capables de charger des tRNA^^* avec des acides amines qui ne peuvent etre 
incorpores par la forme sauvage de I'enzyme. 
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Exempie 7 : Incorporation de Tacide amine non canonique ae-aminobutyrate 
dans les proteines d'une souche d*E. coll mutee dans la valyl-tRNA synthetase. 

Un lysat de phage PI obtenu a partir de la souche p5455 (voir exempie 5), a 
ete employe pour transduire la souche CU505 portant une deletion ^ilvCABD et une 

5 mutation leu la rendant auxotrophe pour la valine, I'isoleucine et la leucine. La souche 
CU505 a ete obtenue aupres du Coli Genetic Stock Center, a Yale University (USA). 
Des clones transductants ont ete selectionnes sur des boites LB kanamycine et testes 
pour leur sensibilite a Tamino-butyrate (3 mM) en milieu solide MS glucose (2 g/l) 
contenant 0,3 mM de chacun des trois acides amines valine, isoleucine et leucine. 

10 Environ 50 % des clones transductants ne pouvaient croitre dans ces conditions, 
indiquant la co-transduction de Tallele valS:T222P et le marqueur de resistance 
nrdD::kan (voir exempie 5). L'un des clones transductants, designe p5498, a ete utilise 
pour demontrer I'lncorporation d'amino-butyrate en remplacement de la valine, en 
comparaison avec CU505. Les deux souches ont ete cultivees a SOX en milieu liquide 

15 MS glucose (2 g/l) contenant le dipeptide lle-Leu a la concentration de 0,3 mM et le 
dipeptide lle-Val a la concentration de 0,02 mM soit en presence de 0,2 mM de L- 
amino-butyrate soit en absence de I'analogue. Uinoculum correspondent a chaque 
souche provenait d'une preculture en milieu liquide MS glucose (2 g/l) contenant le 
dipeptide lle-Leu a la concentration de 0,3 mM et le dipeptide lle-Val a la concentration 

20 de 0,04 mM. Les cultures (50 ml) en phase stationnaire apres 24 h a 30*^0 ont ete 
recoltees par centrifugation. Pour chaque test, le culot a ensuite ete resuspendu dans 
25 ml d'une solution d'acide trichloroacetique a 100 g/l (TCA 10%) a 4'*C, centrifuge, 
resuspendu dans 5 ml de TCA 10%, centrifuge a nouveau, le culot resuspendu dans 
du TCA 5%, la suspension incubee a QS^'C pendant 30 mn, centrifugee, le culot 

25 resuspendu dans 5 ml acetone, centrifuge, le culot resuspendu dans 5 ml acetone, 
centrifuge, le culot resuspendu dans 5 ml acetone, centrifuge, le culot laisse a secher. 
Le residu ainsi obtenu a ete dissous dans 1 ml d'une solution de NH4HC03 a 50 mM 
pour etre lyophilise. Le lyophilisat a ete dissous dans 2 ml d'acide chlortiydrique 6N 
contenant 2 g/l de phenol, le melange scelle dans une ampoule, puis incube a HO'^C 

30 pendant 20 h. La concentration des acides amines de I'hydrolysat a ensuite ete 
quantifiee par derivatisation par la ninhydrine suivant les instructions preconisees par 
le foumisseur de I'analyseur Beckman 6300. L'amino-butyrate a ete detecte dans 
I'hydrolysat des proteines seulement dans le cas ou de l'amino-butyrate avait ete 
ajoute au milieu de culture, et seulement pour la souche p5498. La proportion d'amino- 

35 butyrate remplafait un quart de la quantite de valine, correspondant a environ 5 
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residus aminp-butyrate pour 100 acides amines des proteines totales. Les resultats 
detailles des analyses pour les deux souches CU505 et p5498 dans les deux 
conditions de culture sont donnes dans le tableau ci-apres. 

5 Composition chimique des proteines extrattes de souches auxotrophes 

pour la valine et cultivees en limitation de valine, avec ou sans amino-butyrate 



Acide amine 
incorpore dans 
les proteines 


CU505 
wt valS 
-Abu 


P5498 . 
valS T222P 
-Abu 


CU505 
WtvalS 
+Abu 


P5498 
valS T222P 
+ Abu 


Abu 


0 


0 


0 


0,20 


Val 


0,83 


0,79 


0,83 


0.61 


Val + Abu 


0,83 


0,79 


0,83 


0,81 


Ala 


1,32 


1,28 


1,32 


1,22 


lie 


0,61 


0,61 


0,61 


0.61 



Resultats exprimes en equivalents Leu 

10 

Exemple 8 : Selection de nouveaux mutants du code genetique a partir d'une 
souche mutatrice par isolement sur milieu solide. 

La souche p5419, exprimant I'allele inactif thyA:Val146 a partir d'un plasmide et 
portant le marqueur /EnrdD::kan dans le chromosome, ainsi qu'en rend compte sa 

15 construction decrite dans TExempie 5, a ete transduite a Taide d'un lysat du phage P1 
recolte sur la souche TAD, portant un marqueur mutateur /EmutS:;spc, conferant la 
resistance a la spectinomycine, en selectionnant sur milieu solide LB contenant de la 
spectinomycine (25 mg/l) pour obtenir la souche p5555. Le phenotype mutateur de 
cette souche a ete demontre en denombrant la frequence des mutants resistant a la 

20 rifamycine. En suivant la procedure experimental decrite dans TExempie 5, des 
clones capables de croitre a 30**C en milieu mineral glucose sans thymidine en 
presence de 2 a 5 mM de S-carbamoyl-L-cysteine (SCC), ont ete obtenus. Trois 
d'entre ces clones ont servi a preparer des lysats du phage P1, qui ont ete utilises pour 
transduire la souche p5366, en selectionnant pour la resistance a la kanamycine, 

25 suivant la procedure de I'Exemple 5. Pour chacun des trois lysats, environ la moitie des 
transductants etaient capables de croTtre en milieu solide mineral glucose contenant 
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3 mM de SCC, indiquant la proximite d*une mutation supprimant Tallele faux-sens 
thyA:C146V et du marqueur nrdD::kan. Le locus valS des trois souches p5479, p5485 
et p5486, chacune correspondant a un transductant SCC-suppressible obtenu a partir 
d'un des trois lysats a ete amplifie par PGR et sequence comme il est decrit dans 
TExemple 3. Une mutation ponctuelle differente a ete trouvee pour chacune des trois 
souches, a savoir Arg 223 changee en His dans la souche p5479, Val 276 changee en 
Ala dans la souche p5485 et Asp 230 changee en Asn dans la souche p5486. Ainsi, 
chaque clone presentant un phenotype de suppression du mutant faux-sens Cys 146 
Val de thyA, presente egalement la sensibilite a I'amino-butyrate. Chacun de ces 
clones s'est revele porter une mutation pongtuelle differente dans le gene valS, 
validant le crible selectif comme moyen de diversifier I'activite de la valyl-tRNA 
synthetase chez Escherichia coll. 
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REVENDICATIONS 

1. Methode permettant a des cellules d'acquerir la capacite de produire 
une proteine dont la sequence d'acides amines comprend au moins un acide amine 
5 non conventionnel, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la transfomiation desdites cellules par au moins une introduction d'une mutation 
faux-sens au niveau d*un codon cible d'un gene codant pour une proteine 
necessaire a la croissance desdites cellules, ladite proteine synthetisee a partir du 
gene ainsi mute n'etant plus fonctionnelle ; 
10 b) le cas echeant la culture des cellules obtenues a Tetape a) dans un milieu de 
culture contenant un nutriment compensant la perte de fonctionnalite de ladite 
proteine ainsi mutee ; et 
c) la culture des cellules obtenues a Tetape a) ou b) dans un milieu de culture 
contenant j'acide amine code par ledit codon cible. 
15 2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que le milieu de 

culture de Tetape c) ne contient pas le nutriment necessite par la perte de 
fonctionnalite de ladite proteine mutee, 

3. Methode selon I'une des revendications 1 et 2, caracterisee en ce que 
I'etape c) de culture desdites cellules comprend une serie de cultures desdites cellules 
20 dans un milieu de culture contenant Tacide amine code par ledit codon cible, chacune 
desdites cultures de la serie etant effectuee jusqu'a obtention de la phase stationnaire 
de croissance et suivie d'un lavage des cellules obtenues, le nombre de cultures de la 
serie etant suffisant pour permettre la selection de mutations augmentant la 
suppression de ladite mutation faux-sens dudit gene mute, 
25 4. Methode selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la 

mutation faux-sens est choisie parmi les mutations faux-sens qui ne reversent 
spontanement qu'a une tres faible frequence, de I'ordre d'un organisme parmi au 
moins 10^^ 

5. Methode selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que la 
30 mutation faux-sens transforme un codon cible d*un gene codant pour une proteine 

necessaire a la croissance de ladite cellule en un codon qui comparativement au 
codon cible presente un changement d'au moins deux bases, de preference trois 
bases, 

6. Methode selon I'une des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que le 
35 codon cible code pour un acide amine de faible volume sterique. 
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7. Methode selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que le 
codon cible code pour un acide amine amphiphile. 

8. Methode selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que le 
codon cible code pour un acide amine dont le volume sterique est inferieur ou 

5 sensiblement egal au volume sterique de Tacide amine code par la mutation faux-sens, 

9. Methode selon Tune des revendications 5 a 8, caracterisee en ce que le 
codon cible code pour la cysteine. 

10. Methode selon Tune des revendications 5 a 9, caracterisee en ce que 
racide amine code par la mutation faux-sens est la valine ou Tisoleucine. 

10 11. Methode selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce que 

retape a) de transformation desdites cellules est realisee au moyen d*un vecteur 
comprenant une sequence dudit gene codant pour une proteine necessaire a la 
croissance desdites cellules comportant ladite mutation faux-sens. 

12. Methode selon la revendication 11. caracterisee en ce que ledit vecteur 
15 est un vecteur plasmidique. 

13. Methode de selection de cellules capables de produire une proteine dont 
la sequence d'acides amines comprend au moins un acide amine non conventionnel 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes a), le cas echeant b), et c) d'une 
methode selon Tune des revendications 1 a 12, et la selection des cellules capables de 

20 croTtre a Tetape c). 

14. Methode de selection de cellules selon la revendication 13, caracterisee 
en ce qu^elle comprend en outre une etape d) de culture des cellules obtenues a 
I'etape c) dans un milieu de culture contenant ledit acide amine code par ledit codon 
cible, la concentration dudit acide amine pouvant etre a une concentration superieure a 

25 la concentration dudit acide amine utilisee a Tetape c), et le choix des cellules 
sensibles a la concentration dudit acide amine utilisee a Tetape d). 

15. Methode de selection de cellules selon Tune des revendications 13 et 
14, caracterisee en ce que Taminoacyl-tRNA synthetase reconnaissant I'acide amine 
code par ladite mutation faux-sens desdites cellules selectionnees est capable de 

30 charger sur un de ses tRNA associes un acide amine non conventionnel ou un acide 
amine autre que ledit acide amine code par ladite mutation faux-sens. 

16. Methode de selection de cellules selon la revendication 15, caracterisee 
en ce que la sequence nucleique du gene codant pour ladite aminoacyl-tRNA 
synthetase comporte au moins une mutation comparee a la sequence du gene 

35 sauvage correspbndant. 
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17. Methode de selection de cellules selon la revendication 16, caracterisee 
en ce que ladite mutation n'a pas ete introduite par une technique de recombinaison 
genetique. 

18. Cellule obtenue par une methode selon Tune des revendications 1 a 17. 
5 19. Cellule isolee capable de produire une proteine dont la sequence 

d'acides amines comprend au moins un acide amine non conventionnel, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une aminoacyl-tRNA synthetase reconnaissant un acide amine 
donne capable de charger sur un de ses tRNA associes un acide amine non 
conventionnel ou un acide amine autre que ledit acide amine donne, et en ce que la 
10 sequence nucleique du gene codant pour ladite aminoacyl-tRNA synthetase comporte 
au moins une mutation comparee a la sequence du gene sauvage correspondant, 
ladite mutation n'ayant pas ete introduite par une technique de recombinaison 
genetique. 

20. Cellule selon la revendication 18 ou 19, caracterisee en ce quMl s'agit 
15 d'une cellule procaryote ou eucaryote. 

21. Cellule selon la revendication 20, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
cellule procaryote. 

22. Cellule selon Tune des revendications 18 a 21, caracterisee en ce 
qu'elle est choisie parmi les cellules suivantes deposees a la CNCM (Collection 

20 Nationale de Culture de Microorganismes, Paris, France) : 

a) souche E. coli deposee a la CNCM sous le N° 1-2025 le 25 mai 1998. 

b) souche E. coli deposee a la CNCM sous le N"* 1-2026 le 25 mai 1998, et 

c) souche E coli deposee a la CNCM sous le N*' 1-2027 le 25 mai 1998. 

d) souche E coli deposee a la CNCM sous le 1-2339 le 26 octobre 1999. 
25 e) souche E. coli deposee a la CNCM sous le N** 1-2340 le 26 octobre 1999. et 

f) souche E. coli deposee a la CNCM sous le N^ 1-2341 le 26 octobre 1999. 

23. Utilisation d*une methode selon Tune des revendications 1 a 17 pour la 
production de proteine doht la sequence d'acides amines comprend au moins un acide 
amine non conventionnel. 

30 24. Utilisation d*une cellule selon Tune des revendications 18 a 22 pour la 

production de proteine dont la sequence d'acides amines comprend au moins un acide 
amine non conventionnel. 

25. Precede de production d'une proteine dont la sequence d'acides amines 
comprend au moins un acide amine non conventionnel, caracterise en ce qu'il 

35 comprend les etapes suivantes : 
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a) le cas echeant, la selection d'une cellule par une methode selon Tune des 
revendications 13 a 17 ; 

b) la culture de ladite cellule selectionnee a Tetape a) ou d'une cellule selon Tune des 
revendications 18 a 22 dans un milieu de culture et des conditions de culture 
permettant la croissance de ladite cellule ; et 

c) risolement de ladite proteine comprenant au moins un acide amine non 
conventionnel a partir du surnageant de culture et/ou du culot cellulaire obtenu a 
retape b). 

26. Precede selon la revendication 25, caracterise en ce que ledit milieu de 
culture de I'etape b) permettant la croissance de ladite cellule contient ledit acide 
amine non conventionnel ou un de ses precurseurs. 

27. Precede selon la revendication 25, caracterise en ce que ledit acide 
amine non conventionnel est synthetise par ladite cellule. 

28. Precede selon la revendication 27, caracterise en ce que la synthese 
dudit acide amine non conventionnel est augmentee par modification genetique de 
ladite cellule. 

29. Precede selon Tune des revendications 25 a 28. caracterise en ce que 
ladite cellule est auxotrophe pour Tacide amine code par ledit codon cible. 

30. Procede selon Tune des revendications 25 a 29. caracterise en ce que 
ladite cellule comprend un gene d'interet homolpgue ou heterologue dont la sequence 
codante comporte au moins un codon cible. 

31. Procede selon la revendication 30, caracterise en ce I'etape b) 
comprend les composes necessaires a I'induction de la synthese de la proteine codee 
par ledit gene d'interet. 

32. Procede selon la revendication 30 ou 31 , caracterise en ce que Tactivite 
biologique de la proteine codee par ledit gene dinteret est au moins partiellement 
conservee apres I'incorporation dudit acide amine non conventionnel au niveau du 
codon cible dudit gene d'interet. 

33. Procede selon Tune des revendications 25 a 32, caracterise en ce que 
racide amine non conventionnel est choisi parmi les acides amines non conventionnels 
de formule I de configuration L 
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COOH 
I 

Ri-C-H 
IH 

5 1/ 

N 

\ 

R2 (I) 

dans laquelle : 

10 Ri ou R2 represente des radicaux contenant un groupe fonctionnel capable de reagir 
de maniere selective. 

34. Precede selon la revendication 33, caracterise en ce que le groupe 
fonctionnel est choisi parmi les groupes aldehyde, cetone, ethenyle, ethynyle ou nitrile. 

35. Procede selon Tune des revendications 25 a 34, pour la 
15 fonctionnalisation de proteine. 

36. Procede de purification de proteine, caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) rincorporation dans la sequence d'acides amines de ladite proteine d'un acide 
amine non conventionnel contenant un groupe fonctionnel capable de reagir de 

20 maniere selective par un procede selon Tune des revendications 25 a 35 ; 

b) la mise en contact de la solution contenant la proteine obtenue a I'etape a) avec 
un support comprenant un compose capable de reagir specifiquement avec ledit 
groupe fonctionnel et de fixer specifiquement ladite proteine ; et 

c) I'isolement de ladite proteine fixee sur le support. 

25 37. Procede de fixation d'une proteine sur un compose chimique ou 

biochimique. caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) rincorporation dans la sequence d'acides amines de ladite proteine par un 
procede. selon Tune des revendications 25 a 35 d*un acide amine non 
conventionnel contenant un groupe fonctionnel capable de reagir de maniere 

30 selective ; 

b) la mise en contact de la proteine obtenue a Tetape a) avec ledit compose chimique 
ou biochimique comprenant un groupe capable de reagir specifiquement avec ledit 
groupe fonctionnel dans un milieu permettant la reaction. 

38. Procede selon la revendication 37, caracterise en ce que ledit compose 
35 chimique ou biochimique est lui-meme fixe sur un support solide ou est un compose 
constitutif d'un support solide. 
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39. Precede selon la revendication 37 pour la preparation d'un complexe 
proteique. 

40. Precede selon la revendication 39, caracterise en ce que la proteine 
fixee ou le compose chimique ou biochimique est choisi parmi les composes 

5 therapeutiques, cosmetiques ou diagnostiques. 

41. Precede selon la revendication 39 ou 40, caracterise en ce que le 
compose chimique ou biochimique est choisi parmi les composes capables de modifier 
I'activite biolegique de la proteine fixee. 

42. Precede selon la revendication 39 ou 40, caracterise en ce que le 
10 compose chimique eu biochimique est choisi parmi les composes dont Tactivite 

biolegique peut etre modifiee par la proteine fixee. 

43. Precede selon Tune des revendications 39 a 42, caracterise en ce que le 
compose chimique ou biochimique est choisi parmi les composes comprenant une 
proteine, un • polynucleotide, un acide gras. un sucre ou un polymere naturel ou 

15 synthetique. 

44. Proteine obtenue par un precede selon Tune des revendications 25 a 36. 

45. Proteine selon la revendication 44. caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
proteine recembinante. 

46. Complexe proteique obtenu par un precede selon Tune revendications 

20 39 a 43. 

47. Utilisation d'une proteine selon la revendication 44 ou 45, ou d'un 
complexe proteique selon la revendication 46 comme reactif de diagnostic. 

48. Precede de diagnostic, caracterise en ce qu'il met en eeuvre une 
proteine selon la revendication 44 ou 45. ou un complexe proteique selon la 

25 revendication 46. 

49. Necessaire de diagnostic, caracterise en ce qu'il centient une proteine 
selon la revendication 44 eu 45, ou un complexe proteique selon la revendication 46. 

50. Utilisation d'une proteine selon la revendication 44 eu 45, d'un complexe 
proteique selon la revendication 46 ou d'une cellule selon I'une des revendications 18 a 

30 22 pour la preparation d'une composition pharmaceutique eu cesmetique. 

51. Composition pharmaceutique ou cesmetique comprenant une proteine 
selon la revendication 44 ou 45, un complexe proteique selon la revendication 46 ou 
une cellule selon I'une des revendications 18 a 22. 



tHISPA6EB»^WIClusPT0) 



INTiERNATION 



EARCH REPORT 



InternatioiiaJ Application No 

PCT/FR 99/02628 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12P21/02 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minlmunn documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12P 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSfDERED TO BE RELEVANT 



Category ^ Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



LEMEIGNAN B. ET AL.: "Phenotypic 
suppression by incorporation of an alien 
amino acid" 

JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, 

vol. 231, no. 2, May 1993 (1993-05), pages 

161-166, XP002113371 

cited in the application 

the whole document 

DORING V. ET AL. : "Reassigning Cysteine 
in the Genetic Code of Escherichia coli" 
GENETICS, 

vol. 150, no. 2, October 1998 (1998-10), 
pages 543-551, XP002113372 
page 546, column 2, line 4 -page 547, 
column 1, line 9 

-/-- 



I- 6,8, 

II- 13, 
18,20, 
21, 

23-25, 
29 , 33 , 
44,45, 
47-51 



1-17 



HI 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



□ 



Patent family members are listed in annex. 



" Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document refernng to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

"&" document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



23 December 1999 



Date of mailing ot the international search report 



24/01/2000 



Name and mailing address of the tSA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31 -70> 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (^31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Schonwasser, D 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



page 1 of 2 



INTERNATI 



L SEARCH REPORT 



Intern atior.^i Application No 

PCT/FR 99/02628 



C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



BAIN J.D. ET AL.: "Ri bosome-medi ated 
incorporation of a non-standard amino acid 
into a peptide through expansion of the 
genetic code" 
NATURE , 

vol. 356, 9 April 1992 (1992-04-09), pages 
537-539, XP0G2113373 
the whole document 

IBBA M.: "STRATEGIES FOR IN VITRO AND IN 
VIVO TRANSLATION WITH NON-NATURAL 
AM I NO- AC IDS" 

BIOTECHNOLOGY AND GENETIC ENGINEERING 
REVIEWS, 

vol. 13, 1996, pages 197-216, XP002109693 
ISSN: 0264-8725 
the whole document 



Fonn PCT/ISAQ 



1 0 (coniinuation ot second sheet) (July 1 992) 



page 2 of 



2 



RAPPORT DE RECHESICHE INTERNATIONALE 



Oemande Internationale No 

PCT/FR 99/02628 



A. CLASSEMENT OE L'OBJET OE LA OEMANDE 

CIB 7 C12P21/02 



Selon la ctassilication internalionale des brevets (CIB) ou ^ la fois selon la classification nationale et la CIB 

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTH 

Documentation minimale consultee (syst^me de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12P 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans ta mesure ou ces documents reinvent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consutt6e au cours de la recherche rnternationale (nom de la base de donnees. et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie Identification des documents cites, avec, fe cas 6ch6ant. l indication des passages pertinents 



no. des revendications visdes 



LEMEIGNAN B. ET AL.: "Phenotypic 
suppression by incorporation of an alien 
amino acid" 

JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, 

vol. 231, no. 2, mai 1993 (1993-05), pages 

161-166, XP002113371 

cite dans la demande 

le document en entier 

DORING V. ET AL.: "Reassigning Cysteine 
in the Genetic Code of Escherichia coli" 
GENETICS, 

vol. 150, no. 2, octobre 1998 (1998-10), 
pages 543-551, XP0021 13372 
page 546, colonne 2, llgne 4 -page 547, 
colonne 1, ligne 9 



I- 6,8, 

II- 13, 
18,20, 
21, 

23-25, 
29,33, 
44.45, 
47-51 



1-17 



Voir ta suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



□ 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



" Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 
consider^ comme particutidrement pertinent 

"E" document anterieur, mais publie A la date de d^pot internationaf 
ou apr6s cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication tf une 
autre citation ou pour une raison spectale (telle qu indiqu^e) 

"O" document se referant t une divulgation orale. A un usage, d 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant ta date de depot international, mais 
posteneurement k la date de pnorrte revendiquee 



document ulteheur public apres la date de dep6t international ou la 
date de priorite et n appartenenant pas ^ I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de Tinvention 

document particuli^rement pertinent: Tinven tion revendiquee ne peut 
etre consid6r6e comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document consid^re isolement 

document particuli^rement pertinent; I'inven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe A un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinalson etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme tamille de brevets 



Date ^ taquelle la recherche internationate a ete effectivement achevee 

23 decembre 1999 


Date d expedition du present rapport de recherche Internationale 

24/01/2000 


Nom et adresse postale de l admintstration chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL -2280 HV Rijswijk- 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Schonwasser, D 



Formulaire PCT/ISA/210 (deuxieme leutlle) (juillet 1992} 



page 1 de 2 



RAPPORT DE 



ERCHE INTERNATIONALE 



Demande iriternationale No 

PCT/FR 99/02628 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categohe ' Identification des documents cites, avecle cas echeant. l*indicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



BAIN J.D. ET AL.: "Ribosome-medi ated 
incorporation of a non-standard amino acid 
into a peptide through expansion of the 
genetic code" 
NATURE, 

vol. 356, 9 avril 1992 (1992-04-09), pages 
537-539, XP002113373 
le document en entier 

IBBA M.: "STRATEGIES FOR IN VITRO AND IN 
VIVO TRANSLATION WITH NON-NATURAL 
AMINO-ACIDS" 

BIOTECHNOLOGY AND GENETIC ENGINEERING 
REVIEWS, 

vol. 13, 1996, pages 197-216, XP002109693 

ISSN: 0264-8725 

le document en entier 



Foimulaire PCT.'ISA/210 (siiic de la deuneme leuille) (iuillei 1992) 



page 2 de 2 



